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Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du grade de maître ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Le Ca2+ intracellulaire est impliqué dans un grand nombre de processus biologiques chez 
toutes les cellules de l’organisme. Chez les cellules non-excitables, les protéines TRPC, 
pour transient receptor potentiel canonical, situées à la membrane plasmique, sont des 
canaux calciques impliqués dans l’entrée de calcium. TRPC6  est particulièrement étudiée 
vu son implication potentielle dans plusieurs problèmes pathologiques. La 
glomérulosclérose focale et segmentale (FSGS) qui est une maladie dérégulant le système 
de filtration du rein, l’hypertension artérielle pulmonaire idiopathique (IPAH), caractérisé 
par une élévation anormale et sporadique de la pression sanguine au niveau des artères 
pulmonaires, ainsi que dans certains cancers. Ses modes et mécanismes d’activation ainsi 
que sa régulation sont encore aujourd’hui très peu connus, malgré les nombreuses 
recherches menées. Le but de la présente étude est d ’investiguer la régulation de TRPC6  
via son ubiquitination.
L’ubiquitination des protéines, processus étudié depuis longtemps, a été démontré pour 
moduler l’activité de plusieurs protéines et réguler leur localisation cellulaire et 
membranaire. Nos travaux démontrent, que l’état d ’ubiquitination de TRPC6  est modulé et 
favorisé par une stimulation avec des agonistes du canal TRPC6 , tel que le CCh et la Tg. 
L’utilisation d’inhibiteurs des différentes voies de dégradation utilisant l’ubiquitine comme 
moyen de régulation, nous permet de démontrer que l’ubiquitination de TRPC6  se fait 
suivant son internalisation.
Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l’implication de Rabex-5, un facteur 
d’échange de nucléotide guanylique (GEF) de Rab5 qui se lie aux protéines membranaire 
ubiquitinylées. Nous démontrons une interaction entre TRPC6  et Rabex-5. Cette interaction 
n’a aucune influence sur l’activité de TRPC6 . De plus, nous démontrons que l’activité GEF 
de Rabex-5 n’est pas nécessaire à cette interaction et n’influence pas l’activité du canal 
TRPC6 .
Cette étude a permis de déterminer que TRPC6  est un canal ubiquitinylé, que cette 
ubiquitination se fait suivant son internalisation et est modulée par certains agonistes, tel 
que le CCh et la Tg. Sans que cette dernière ne soit impliquée dans l’activité fonctionnelle 
du canal, nous démontrons également une interaction entre TRPC6  et Rabex-5, une 
protéine localisée au niveau des endosomes précoces. Cette étude est un premier pas vers la 
compréhension de la régulation via l’ubiquitination, pour le canal TRPC6 .
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INTRODUCTION
Le Calcium
Le calcium (Ca2+) joue un rôle de second messager essentiel chez tous les types de cellules 
eucaryotes. Les variations de la concentration de calcium dans le cytoplasme de la cellule 
([Ca2+]i> sont à la base de réponses cellulaires importantes telles que la contraction 
musculaire, la relâche de neurotransmetteurs, l’augmentation du métabolisme, l’expression 
des gènes impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire, ainsi que 
l’apoptose (Berridge et al, 2000). La [Ca2+]j d’une cellule au repos se situe habituellement 
entre 50 et 100 nM. Suite à une stimulation par une hormone, cette concentration augmente 
rapidement, dépassant les 300 nM. Pour parvenir à cette concentration, les cellules puisent 
dans deux différentes sources. La première est le réticulum endoplasmique (RE), qui agit 
comme un réservoir intracellulaire de calcium. La seconde est le milieu extracellulaire. Les 
concentrations de calcium du RE et du milieu extracellulaire sont d’environ 1 à 2 mM, ce 
qui est 10 000 à 20 000 fois plus élevées que celle à l’intérieur de la cellule (Berridge et al, 
2002; Clapham, 2007; Petersen et al, 2005). Les cellules maintiennent ce gradient calcique 
par l’utilisation de deux pompes, qui utilisent l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP (adénosine 
triphosphate) pour faire un transport actif, et des échangeurs, qui utilisent le gradient 
sodique pour faire un transport passif. La pompe SERCAs (sarcoplasmic endoplasmic 
réticulum Ca2+ATPase pump) évacue le Ca2+ du cytosol vers l’intérieur du RE, alors que la 
PMCA (plasma membrane Cet1*ATPase pump) évacue le Ca2+ du cytosol vers le 
compartiment extracellulaire (Brini & Carafoli, 2009). L’échangeur NCX (sodium calcium 
exchanger) est situé à la membrane plasmique et expulse le calcium vers l’extérieur de la 
cellule (Blaustein & Lederer, 1999).
Signalisation calcique chez les cellules non excitables
L’augmentation du calcium cytosolique chez les cellules eucaryotes peut être causée par 
différents phénomènes. La voie utilisée dépend principalement du type de cellules
2stimulées, qu’il s’agisse d’une cellule excitable ou non excitable. Chez les cellules 
excitables, l’augmentation de calcium est due, de façon prédominante, à l’ouverture des 
canaux calciques voltages dépendants suivant la dépolarisation de la membrane cellulaire. 
Chez les cellules non excitables, l’augmentation de calcium se fait habituellement suite à la 
stimulation de la cellule par la liaison d’un ligand à un récepteur couplé à une protéine Gq 
(GqPCR) ou à un récepteur tyrosine kinase (figure 1).
Figure 1. Mécanisme général d’entrée calcique dans les cellules non-excitables et 
principales protéines impliquées dans la signalisation calcique. La cascade peut être 
enclenchée par la liaison d’un agoniste à un GPCR ou à une récepteur tyrosine kinase (non 
représenté sur cette figure)NCX :Na+/Ca2+ exchanger, GPCR : G-Protein coupled receptor, 
Gq : Protein Gq,PLC(3 : Phospholipase C Beta, PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5-bisphophate, 
IP3 : Inositol 1,4,5-trisphosphate, DAG : 1,2-diacyglycérol, TRPC6  : Transient receptor 
potential canonical 6 , VOC : Voltage-operated channel, PMCA : Plasma membrane 
calcium ATPase pump, RE : Réticulum endoplasmique, IP3R : Inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor, SERCA : Sarcoplasmic endoplasmic réticulum Ca2+ ATPase pump.
La liaison d’un ligand à un GqPCR amène un changement conformationnel de la sous-unité 
a de la protéine Gq provoquant ainsi une perte d ’affinité pour le guanosine diphosphate
3(GDP). Cette perte d’affinité permet l’échange du GDP pour le GTP (guanosine 
triphosphate), provoquant ainsi la dissociation des sous-unités aq et (3y de la protéine G. aq- 
GTP, sous sa forme active, peut alors activer la phospholipase Cp. Cette enzyme 
hydrolysent le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2 ) en diacylglycérol (DAG) et en 
inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). Le DAG permet l’activation et l’ancrage des protéines 
kinases C (PKC) tandis que FIP3 se lie et active son récepteur-canal (IP3R) situé au RE. 
L’IPsR est un canal tétramérique (Jiang et al, 2002) localisé dans bons nombres d’organites 
cellulaires, dont la membrane plasmique du réticulum. Une fois activé, PIP3R s’ouvre, ce 
qui permet la relâche de calcium situé dans le RE vers le cytoplasme. La [Ca2+]i peut alors 
atteindre 300 nM. Par l’action des pompes SERCAs et PMCAs, ainsi que par l’action de 
l’NCX, le niveau de calcium retourne rapidement au niveau basai (Brini & Carafoli, 2011).
Dans le cas d’un récepteur tyrosine-kinase (RTK), un processus similaire est observé. Suite 
à la stimulation du récepteur, la liaison du ligand au récepteur amène la dimérisation de ce 
dernier et son autophosphorylation. Une fois phosphorylé, le récepteur recrute et active la 
phospholipase Cy (PLOy) qui clive le PIP2 membranaire pour générer le DAG et l’IP3 .
L’entrée du Ca2+. ROCE et SOCE
Suite à une relâche induite par FIP3, et à l’action de la PMCA qui pompe le Ca2+ à 
l’extérieur de la cellule, la quantité de Ca2+ provenant du RE s’épuise. Ainsi, pour 
maintenir une [Ca2+]i suffisante pour la stimulation cellulaire, une entrée de Ca2+ provenant 
de l’extérieur de la cellule est nécessaire. Il existe deux mécanismes principaux qui 
contrôlent l’entrée de Ca2+, soit le SOCE (store-operated calcium entry) et le ROCE 
(receptor-operated calcium entry).
Le SOCE est ainsi nommé car la concentration luminale du Ca2+ dans le RE est à la source 
du mécanisme d’activation de l’entrée de Ca2+. C’est un phénomène initialement identifié 
et nommé entrée capacitative de calcium ou CCE (capacitative calcium entry) par Putney 
(Putney, 1986; Putney, 1990). Il a été observé que l’entrée de Ca2+ était maintenue jusqu’à 
ce que la concentration de Ca2+ à l’intérieur du RE retrouve sa concentration originale suite 
à l’arrêt de la stimulation. Quant au ROCE, c’est une entrée de Ca2+ qui est dépendante de
4Factivation d’une PLC par un récepteur, mais qui n’est pas induite par une baisse de la 
concentration luminale du Ca2+ dans le RE (Hofmann et al, 2000). On peut distinguer le 
SOCE du ROCE par l’utilisation d’un inhibiteur des pompes SERCA, la thapsigargine, qui 
produit une fuite de Ca2+ du RE (Thastrup et al, 1994). Il existe deux familles de canaux qui 
sont responsable de l’entrée de Ca2+, les TRPC et les ORAI (Chakrabarti & Chakrabarti, 
2006). Les membres de la famille d ’ORAI sont impliqués dans le SOCE (Liao et al, 2007; 
Potier & Trebak, 2008; Vig et al, 2006; Zhang et al, 2006). Certains membres de la famille 
de TRPC sont impliqués dans le SOCE alors que d’autres sont impliqués dans le ROCE 
(Dietrich et al, 2005; Hofmann et al, 2000; Parekh & Putney, 2005).
Les canaux TRPC
La première évidence de l’existence d’une protéine de la famille des TRPC et de son rôle 
dans l’entrée de Ca2+ provient du système visuel de la drosophile (Minke & Cook, 2002; 
Montell, 1999; Scott & Zuker, 1998). Cosens et Manning ont observés que la mutation dans 
le gène trp de la mouche à fruit, altérait le système de transduction visuel en réponse à un 
stimulus lumineux (Cosens & Manning, 1969). Contrairement à l’humain où la lumière 
induit une hyperpolarisation de la membrane des cellules photoréceptrices de l’œil, chez la 
drosophile, Factivation de la PLC par un GqPCR, le récepteur de la rhodopsine, entraîne 
l’ouverture des canaux ionique provoquant une dépolarisation de la membrane, qui est 
nommée en anglais « receptor potential ». L’utilisation de techniques de 
l’électrorétinographie permet de détecter le développement d’un courant ionique entrant 
suite à la dépolarisation de la membrane sous l’effet d’une stimulation lumineuse (figure 2 ). 
Il a été observé, chez les mouches de type sauvage, le développement d ’un courant ionique 
soutenue jusqu’à l’arrêt de la stimulation. Chez les mouches mutantes, il faut stimuler les 
photorécepteurs avec un flux lumineux dix fois plus intense pour induire une réponse 
initiale similaire (Minke & Cook, 2002). De plus, la réponse est transitoire (d’où le nom de 
la protéine) et revient rapidement au niveau basai et ceci même si la stimulation lumineuse 
est soutenue. Il fut suggéré à cette époque que TRP pourrait être une composante d ’un canal 
calcique puisque la présence dans le milieu extracellulaire du La3+, un bloqueur non- 
spécifique des canaux calciques, mimait le phénotype trp et que d'autres composantes 
nécessaires à la mobilisation de Ca2+, tels les orthologues de la protéine Gq et de la
phospholipase C, de même que le Ca2+ extracellulaire, étaient importants pour produire la 
réponse lumineuse (Hardie & Minke, 1992). Il a donc été suggéré que le gène trp codait 
pour un canal calcique.
À
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Figure 2. Le phénotype trp. Des courants ioniques entrant induits par la lumière sont 
enregistrés dans les cellules photoréceptrices de mouches de type sauvage (WT), mutantes 
trp ou de type sauvage traitées avec 10 pM La3+ (WT + La3+). L’intensité lumineuse est 10 
fois plus importante dans les conditions trp et WT + La3+. Adapté de (Minke & Selinger,
Quelques années plus tard, Montell et Rubin (Montell & Rubin, 1989) ainsi que Phillips et 
al., (Phillips et al, 1992) ont été les premiers à cloner respectivement, les gènes trp et trpl 
chez la drosophile. Trpl, pour trp-like, est une protéine possédant deux sites de liaison à la 
calmoduline ainsi qu’une grande homologie avec la protéine trp et serait responsable du 
courant résiduel observé chez les cellules mutantes trp (Phillips et al, 1992).
La famille des TRPs
La découverte des TRP et TRPL de la drosophile a mené au clonage de ses orthologues 
chez les mammifères, principalement basé sur les homologies de séquence des acides 
aminés. Dans les années qui suivirent, 28 gènes distribués dans sept familles furent 
identifiés chez les mammifères pour transcrire des protéines homologues à TRP. Les sept
1996).
6sous-familles sont TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPP et TRPML (Montell et al, 2002). 
Une autre sous-famille, les TRPNs (NO- Mechano-Potential C (NOMPC)), n’est toutefois 
pas représentée chez les mammifères (figure 3). La sous-famille des TRPCs (canonical) est 
composée de sept membres (TRPC 1-7) formant tous des canaux calciques. Cependant, 
TRPC2 est un pseudogène chez l’humain. Cette famille est celle qui se rapproche le plus du 
TRP chez la drosophile et est principalement impliquée dans l’entrée de Ca2+ induite par les 
hormones. La sous-famille TRPV (vanilloid) est composée de 4 membres impliqués dans la 
nociception (TRPV 1 -4) et deux membres impliqués dans la réabsorption du Ca2+ au niveau 
des tubules rénaux et l’épithéliums intestinales (TRPV5 et 6 ). La sous-famille TRPML 
(mucolipin) sont composées de trois (TRPML 1-3) membres qui sont impliqués dans les 
fonctions lysosomales. Les sous-familles TRPM (melastatin) et TRPP (polycystin) sont 
composées respectivement de huit (TRPM1-8) et trois membres (TRPP1-3) et leurs 
importances dans les fonctions cellulaires sont moins bien connues. Quant à la sous- 
famille, TRPA (ankyrin), il y a qu’un seul membre qui est impliqué dans la nociception. 
Tous les canaux TRPs (mis à part de TRPM4 et 5) permettent le passage du Ca2+ avec des 
sélectivités variables. Les valeurs de sélectivité ionique sont très différentes avec des ratios 
Pca2+/PNa+ (où P est la perméabilité pour l’ion) allant de 0,5 pour TRPM2, à des valeurs 
supérieurs à 100 pour TRPV5 et TRPV6 , en passant par des valeurs de P entre 1 et 9 pour 
les TRPCs (Nilius & Voets, 2005). Il est à noter que la numérotation des TRPs de chaque 
sous-famille représente l’ordre de leur découverte et qu’il existe également plusieurs 
subdivisions à l’intérieur même de ces groupes. Certains TRP sont sensibles à des 
substances chimiques, certains sont méchanosensibles, d’autres sont thermosensibles, etc... 
Les sections qui suivront vont mettre l’emphase sur les TRPCs, sujet de cette étude.
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Figure 3. Arbre phylogénétique représentant les membres de la superfamille des 
protéines TRP. L’échelle représente la distance évolutive entre chacun des membres 
exprimée en nombre de substitution par acide aminé. L’attention est portée sur les 
homologues humains des TRP (en noir), mais quelques membres exprimés chez le poisson 
(bleu), la mouche (rouge) et le ver (vert) sont aussi représentés. Tiré de (Nilius & Voets, 
2005)
8. Propriétés générales des TRPCs : structure et homologie
À travers la superfamille des TRPs, les TRPCs sont ceux qui possèdent la plus grande 
homologie avec les canaux TRP et TRPL de la drosophile (30 à 40% d’homologie). Zhu et 
al., (Zhu et al, 1995) et Wes et al., (Wes et al, 1995) ont été les premiers à cloner un 
homologue mammalien de dTrp, soit TRPC1. Ils ont démontré que la séquence de TRPC1 
humain possède 40% d’homologie avec le trp de la mouche à fruit. Les autres TRPCs ont 
été clonés par homologie de séquences (Okada et al, 1999; Zhu et al, 1996). Comme tous 
les membres des autres familles de TRP, les TRPCs possèdent une structure de base 
commune aux canaux potassiques voltage-dépendants. Cependant, elle ne possède pas les 
résidus chargés positivement (arginines et lysines) dans le quatrième domaine 
transmembranaire qui sont caractéristiques des canaux voltage-dépendants. Ils sont formés 
de six segments transmembranaires (TM1 à TM6 ) incluant un court segment hydrophobe 
entre TM5 et TM6  identifié comme étant la région présumée du pore. Les extrémités 
amino- et carboxy-terminales ont une localisation intracellulaire (Dohke et al, 2004; 
Vannier et al, 1998) (figure 4). Pour les TRPCs, l’extrémité amino-terminale est composée 
de quatre répétitions de l’ankyrine (ANK), d’une région coiled-coil et d’une région 
présumée pour la liaison à la calvéoline. Dans son extrémité carboxy-terminale, on 
dénombre une région TRP box, qui est conservée chez les TRP, une région d’interaction 
avec la calmoduline et le récepteur à ITP3 , CIRB (Calmoduline and IP3 Receptor Binding 
site), un second coiled-coil. TRPC4 et 5 possèdent en plus un domaine PDZ. Les deux 
premières boucles extracellulaires peuvent être N-glycosylées. La présence des sites de 
glycosylation varie selon les membres.
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Figure 4. Topologie et représentation schématique générale d’un TRPC.
Représentation schématique de la structure à six segments transmembranaires (TM1 à 
TM6 ) des TRPCs, de différents domaines retrouvés dans les portions N- et C-terminales 
cytosoliques, ainsi que les patrons de N-glycosylation dans la portion extracellulaire.
La sous-famille des TRPCs mammaliens peut être divisée en quatre groupes en se basant 
sur leur homologie de séquence d ’acide aminé. TRPC1 et TRPC2 forment chacun un sous- 
groupe, TRPC3, 6  et 7 un troisième avec 65 à 78% d’homologie, alors que TRPC4 et 5 
composent le dernier avec 65% d’homologie. TRPC4 et 5 sont souvent regroupés avec
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TRPC1 (Ramsey et al, 2006). Pour être fonctionnel, les canaux TRPCs sont formés de 
quatre sous-unités, provenant d'une même sous-famille, pour former des canaux homo- ou 
hétérotétramères (Bimbaumer et al, 1996; Mio et al, 2005).
Des études ont décrit l’importance des domaines ANKs dans l’assemblage des canaux 
ioniques TRPV5, TRPV6  (Chang et al, 2004; Erler et al, 2004). Ces études ont démontré 
que certaines répétitions au niveau du domaine ANK étaient particulièrement importantes 
pour l’association des sous-unités afin de former un canal fonctionnel. Puis, en 2006, 
Lepage et al. (Lepage et al, 2006), ont démontré que deux domaines d’interaction sont 
impliqués dans l’oligomérisation des canaux TRPC4 et TRPC6 . Un premier en N-terminal 
qui comprend la région de la deuxième à la quatrième répétition du domaine de l’ANK et 
les 50 acides aminés en aval du domaine super hélice et un deuxième domaine comprenant 
la région supposée du pore ainsi que le C-terminal cytoplasmique. Le premier domaine 
servirait à l’interaction avec le N-terminal des TRPCs adjacents alors que le domaine en C- 
terminal servirait d’interaction avec le N-terminal de sous-unités adjacentes mais ne serait 
pas nécessaire à l’activité du canal contrairement à la première interaction. Dans le cas de 
TRPC4, des travaux effectués dans notre laboratoire démontrent que les répétitions trois et 
quatre sont impliquées dans l’assemblage du canal (Lepage et al, 2009).
Les TRPCs : mécanismes d ’activation
Nous savons maintenant que l’entrée de calcium au niveau du cytosol, à travers les canaux 
TRPCs, est en lien avec la relâche calcique des réserves de la cellule. Le mécanisme 
d’activation des TRPCs demeure inconnu. De récents éléments font en sorte que certains 
modèles semblent privilégiés. Trois hypothèses majeures de mécanismes ont été avancées.
Le premier mécanisme suggère un couplage conformationnel (figure 5a), c'est-à-dire que 
les canaux ioniques membranaires interagissent avec les IP3RS situés au RE. Selon cette 
hypothèse, FIP3R serait le senseur de la [Ca2+] luminale du RE et transmettrait le signal aux 
canaux membranaires (Berridge, 1995; Irvine, 1990). Cette hypothèse découle du 
mécanisme d’activation des canaux calciques voltage-dépendants, situés dans les cellules 
musculaires striées, qui interagissent directement avec le récepteur de la ryanodine à la
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membrane du réticulum sarcoplasmique. Plusieurs études démontrent une interaction de 
I IP3R avec les canaux TRPCs (Boulay et al, 1999; Kiselyov et al, 1998). Plus précisément, 
la partie N-terminale de l'IP^R lie la région CIRB située dans la queue C-terminale des 
TRPCs. Il a été démontré que la calmoduline (CaM), une protéine cytoplasmique capable 
de lier le Ca2+ et est connue pour son implication dans la régulation de plusieurs fonctions 
cellulaires, lie également le domaine CIRB. Cette liaison compétitionne avec les IP3RS et 
aura un effet inhibiteur sur Factivation de TRPC3 (Zhang et al, 2001). Ce principe peut 
également s’appliquer à tous les TRPCs, puisqu’il a été démontré que les TRPCs peuvent 
lier la CaM (Tang et al, 2001). Boulay (Boulay, 2002) a démontré que la liaison CaM-Ca2+ 
en interaction avec TRPC6  a un effet concret sur le ROCE. Ceci indique que la CaM est 
impliquée dans la modulation du ROCE, ainsi que dans l’activité des TRPCs. D’autres 
protéines ont également un rôle à jouer dans la régulation de l’activité des TRPCs.
L’une de ces protéines pourrait être la protéine Homer. La protéine Homer est une protéine 
d’échafaudage qui joue un rôle central dans la signalisation calcique. Il a été démontré 
qu’Homer coimmunoprécipitait avec l’IP3R (Tu et al, 1998). Homer contient un domaine 
EVH1 (Enabled/Vasodilatator-stimulated. phosphoprotein Homology) hautement conservé 
(Xiao et al, 1998) qui peut interagir avec TRPC1. Le domaine EVH1 lie une séquence 
consensus PPXXF, conservée chez tous les membres de la famille des TRPCs, et pourrait 
médier l’interaction d ’Homer avec les TRPCs (Beneken et al, 2000). De cette façon, Homer 
servirait de lien crucial entre le C-terminal des TRPCs en liant leur domaine riche en 
prolines et le N-terminal de l’IP3R (Yuan et al, 2003). Ce complexe TRPC1- IP3R par la 
liaison d’Homer, supporterait l’hypothèse du mécanisme d’activation des TRPCs par 
couplage conformationnel.
Le couplage conformationnel a aussi été démontré pour deux protéines découvertes 
récemment et impliquées dans l’entrée de calcium, soit STIM1 et Orail. STIM1 est une 
protéine transmembranaire du RE, sensible à la concentration calcique du RE. Plusieurs 
groupes travaillent maintenant sur l’interaction de ces deux protéines avec les TRPCs. 
STIM1 a été démontré comme pouvant activer TRPC1 à 6  (Cahalan, 2009), suggérant que 
STIM1 peut avoir un effet sur la régulation de l’influx calcique. Il a été récemment
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démontré par les travaux de Sundivakkam et al., (Sundivakkam et al, 2012) que STIM1 est 
nécessaire et suffisant pour la formation du SOCE chez TRPC 1 et 4.
Orail, une protéine à quatre segments transmembranaires, localisée à la membrane 
plasmique, agirait comme un canal et serait nécessaire à la formation des canaux CRAC 
(Ca2+ release-activated Ca2+ current). Ce courant, I c r a c , est absent chez les lymphocytes T 
de patients atteints du déficit immunitaire combiné sévère (SCID), dû à une mutation du 
gène d’Orail (Feske et al, 2006). Plusieurs groupes ont démontré, en utilisant des ARN 
interférents et ciblant l’entrée SOCE, que la réduction de l’expression de STIM1 ou 
d’Orai 1 empêche factivation du SOCE (Liou et al, 2005; Roos et al, 2005).
Liao et al., (Liao et al, 2007) ont démontré qu’Orail interagit avec TRPC3 et TRPC6 , 
augmentant ainsi leur sensibilité à la déplétion du RE. Deux autres études de Liao et al., 
(Liao et al, 2008; Liao et al, 2009) viennent appuyer cette précédente étude, en démontrant 
qu’Orail peut interagir avec les TRPCs pour former le SOCE et le ROCE. Depuis, 
l’hypothèse retenue est que les TRPCs s’associent avec Orail à la membrane plasmique et 
forment le ROCE.
Une étude de notre laboratoire soutient le rôle de STIM1 dans le mécanisme d’activation de 
TRPC6 . Lorsque STIM1 est activé suite à une baisse de la [Ca2+] luminale du RE, il va 
recruter le complexe Orail:TRPC. La protéine NSF est utilisée pour induire une 
dissociation de STIM1 et Orail. NSF est reconnue pour avoir un rôle important dans le 
transport vésiculaire (Furst et al, 2003). Il a été démontré que cette dissociation pousse 
TRPC6  vers un mécanisme ROCE (Nancy Francoeur et Guylain Boulay, communication 
personnelle), démontrant que STIM1 détermine le sort de TRPC6 . STIM1 activerait 
également la protéine Orail. Il est maintenant suggéré qu’Orail et STIM1 sont suffisants 
pour la formation de canaux CRAC. D’autres études seront nécessaires afin de bien 
comprendre le mécanisme dirigeant le complexe TRPC:Orai ESTIME
Le second mécanisme d’activation propose que la relâche calcique amène la fusion de 
vésicules et l’insertion supplémentaire de canaux TRPCs à la membrane (figure 5b). Bird et
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Putney (Bird & Putney, 1993) ont démontré que l’injection d ’un analogue non- 
métabolisable du GTP, lequel inhibe les petites protéines G essentiel à la fusion de 
vésicules tel que les protéines Rabs, avait un effet inhibiteur sur l’entrée de Ca2+ chez les 
cellules lacrymales acineuses de souris. Patterson et al., (Patterson et al, 1999) ont 
démontré que l’utilisation des drogues réorganisant le cytosquelette pour former une 
couche de filament d’actine sous la, membrane plasmique prévenait l’entrée de Ca2+ induite 
par la déplétion du RE. Selon leur hypothèse, ceci serait due par l’abolition d’un 
mécanisme de sécrétion et de la perte de la signalisation entre le RE et la membrane 
plasmique.
D’autres études ont appuyé ce modèle d’activation des TRPCs. Notamment, plusieurs 
études démontrant l’interaction des TRPCs avec des protéines impliquées dans le routage 
vésiculaire, dont des protéines du complexe SNARE (SNAP (Soluble NSF Attachment 
Protein) REceptor). Il a été démontré, par les travaux de Redondo et al., (Redondo et al, 
2004) ainsi que par Singh et al., (Singh et al, 2004), que la syntaxine 3, SNAP-23 et SNAP- 
25 interagissent avec TRPC1 ou TRPC3. De plus, TRPC3 interagit avec a-SNAP, qui est 
impliquée conjointement avec la protéine NSF dans la dissociation du complexe SNARE. 
Tout comme Mehta et al., (Mehta et al, 2003), qui ont démontré que l’entrée de Ca2+ chez 
les cellules endothéliales était observée exclusivement suite à la translocation à la 
membrane du complexe TRPC1-IP3R, par l’action d ’une protéine G Rho.
Plusieurs groupes, dont notre laboratoire, ont vérifié l’hypothèse de la fusion vésiculaire. 
Suite à la stimulation de cellules avec un agoniste des récepteurs muscariniques, TRPC3 et 
TRPC6  surexprimés dans les cellules HEK293 transloquent à la membrane plasmique 
(Cayouette et al, 2004; Singh et al, 2004). Plusieurs études démontrent une co-localisation 
de la cavéoline avec les TRPC1, TRPC3, TRPC4 et TRPC6  (Cayouette et al, 2004; 
Lockwich et al, 2001; Lockwich et al, 2000; Torihashi et al, 2002). La cavéoline est une 
protéine présente au sein des micro-domaines de la membrane cytoplasmique, et serait 
impliquée dans le routage des protéines membranaires. Cette translocation serait d’ailleurs 
régulée par Rab9 et R abll, deux petites protéines G impliquées aussi dans les voies 
d’endocytose et d’exocytose de TRPC6  (Cayouette et al, 2010).
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Le dernier mécanisme proposé pour Factivation des TRPCs implique le CIF (calcium influx 
factor) (figure 5c). Le CIF est un messager cytosolique soluble qui est relâché du RE suite à 
la diminution de la [Ca2+] luminale et qui va activer les canaux membranaires responsables 
du SOCE (Randriamampita & Tsien, 1993). Malgré quelques études voulant supporter ce 
mécanisme, cette hypothèse s’essouffle et semble vouloir être mise de côté, puisqu’aucune 
identification ou purification du composé n’a toujours pu être obtenue. Le mécanisme 
d’activation des TRPCs reste encore imprécis. Il semble qu’une complémentarité faisant 
intervenir les mécanismes de couplage conformationnel et d ’exocytose des canaux soit 
l’hypothèse principale pour factivation des canaux SOC, dont les TRPCs.
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Figure 5. Hypothèse d’activation des TRPCs. a) Le couplage conformationnel b) 
L’insertion à la membrane c) Le CIF
Régulation des TRPs par modifications post-traductionnelles -  L ’ubiquitination 
Les modifications post-traductionnelles sont des moyens couramment employés par la 
cellule pour modifier l’activité, la localisation, le routage et la stabilité d’une protéine. La 
glycosylation, l’ajout d’un acide gras comme le famésyl, la méthylation et la 
phosphorylation par les kinases en sont quelques exemples.
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La glycosylation consiste en l’ajout de façon covalente d’un glucide sur une chaîne 
peptidique ou d’une protéine. Le processus de glycosylation débute dans le RE rugueux et 
s'achève dans l'appareil de Golgi. La glycosylation concerne essentiellement les protéines 
membranaires ainsi que les protéines sécrétées. Comme mentionnée plus haut, dans la 
section « Propriétés générales des TRPCs : structure et homologie », les TRPCs possèdent 
certains sites de glycosylation. Dietrich et al., (Dietrich et al, 2003) ont démontré que 
l’activité basale de TRPC3 plus élevée par rapport à TRPC6  est due au fait que TRPC3 
possède qu’un seul site de glycosylation alors que TRPC6  en possède deux sites.
La phosphorylation est opérée par une enzyme appelée kinase et à l’inverse, une enzyme 
qui déphosphoryle une protéine est dite phosphatase. Cet ajout d’un groupement phosphate 
se fait sur les groupements alcool retrouvés sur les chaînes latérales des résidus sérine, 
thréonine et tyrosine. Les TRPCs ont presque tous été démontrés pour être phosphorylés 
par une kinase ou une autre, affectant ainsi leur stabilité, leur routage ou leur activité. Des 
travaux de notre laboratoire ont fournis une preuve que la PKC8  exerce un effet de 
rétroaction négatif sur TRPC6  via la phosphorylation de la sérine 448 (Bousquet et al, 
2010). Une autre étude de Bousquet et al., (Bousquet et al, 2011) identifie un nouveau site 
de phosphorylation basale (Ser814) sur TRPC6  et montre que la caséine kinase II n’est pas 
la responsable de la phosphorylation de se site. La phosphorylation demeure l’un des sujets 
chauds de la recherche, et encore beaucoup reste à comprendre.
L’ubiquitination des protéines est bien connue pour son implication dans la voie de 
dégradation par le protéasome 26S et par les lysosomes. Cette modification post- 
traductionnelle est très étudiée. L’ubiquitination consiste en la liaison covalente d ’une 
ubiquitine, peptide de 76 acides aminés, sur le groupe e-amino d’une ou plusieurs lysines 
d’une protéine. Cette réaction nécessite l’action de trois enzymes. L’enzyme activatrice 
(El) forme un thiol ester avec le groupe carboxyle de l’ubiquitine, la rendant de ce fait 
active. Par la suite, il y a transfert de la molécule activée d'ubiquitine sur un groupe sulfure 
de l'enzyme de conjugaison (E2). Finalement, il y a transfert de la molécule d'ubiquitine via 
une ubiquitine-ligase (E3) à un groupe amyle d'une lysine de la protéine cible (Pickart,
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2001) (figure 6 ). Ces trois étapes du mécanisme initient toutes les réactions d’ubiquitination 
connues, indépendamment du fait que le substrat lié à l’ubiquitine sera dégradé, endocytosé 
ou autres. Les chaînes d’ubiquitine peuvent être retirées par diverses protéases ubiquitine- 
spécifiques ou des déubiquitinases (USP ou DUB, respectivement) (Clague & Urbé, 2006). 
Il a été démontré que la poly-ubiquitination, amenant la dégradation protéosomale, 
nécessite un facteur de conjugaison supplémentaire. L’enzyme E4 s’attache aux fractions 
d’ubiquitine et catalyse l’assemblage des chaînes d’ubiquitine (Koegl et al, 1999). Sans 
cette enzyme, la poly-ubiquitination est initiée mais un nombre insuffisant d’ubiquitine se 
lie au substrat, pour la voie de dégradation protéosomale. De plus, cette enzyme semble 
modifier et stabiliser la structure protéique, agissant comme une protéine chaperonne et 
permettant ainsi une reconnaissance optimale par l’enzyme E3. L’enzyme E4 n’est pas 
présente uniquement lors de la voie de dégradation par le protéasome. On parle plutôt d ’une 
enzyme spécialisée dans l’élongation, qui peut réguler le passage de la mono- à la multi- 
ubiquitination en modifiant le type de liaison utilisé entre les ubiquitines (Hoppe, 2005). 
L’identification d’autres enzymes E4 ou de substrat E4-dépendant pourrait aider à élucider 




Figure 6. Représentation schématique du mécanisme d’ubiquitination d’un substrat
L'enzyme El est d'abord conjugué à l'ubiquitine (sur un résidu cystéine), qu'il transfère à 
l'enzyme E2, également sur un résidu cystéine. E3, le partenaire de E2, permet de recruter 
la protéine-cible et permet le transfert de l’ubiquitine sur cette dernière. Une fois 
l’ubiquitine transférée, il y a dissociation du complexe E3-substratUb-E2, permettant à 
cette dernière d ’être à nouveau acceptrice d ’ubiquitine.
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L’ubiquitination des protéines donne différents signaux à la cellule. Il existe plusieurs types 
d’ubiquitination. La mono-, la multi- et la poly-ubiquitination. Les chaînes de poly- 
ubiquitines se définissent lorsque leur nombre est supérieur ou égal à quatre molécules 
d'ubiquitines liées entre elles. Les chaînes sont formées par liaisons covalentes des 
ubiquitines entre elles via leurs lysines. L'ubiquitine possède sept lysines internes, mais la 
majorité des chaînes de poly-ubiquitination observées utilisent les lysines 48 ou 63 (plus 
rarement la 29) (Datta et al, 2009; Saeki et al, 2009). Par contre, il a été récemment 
démontré que les sept résidus lysines sont utilisés pour la formation des chaînes (Peng et al, 
2003; Xu & Peng, 2006) (figure 7). Les protéines substrats peuvent également être mono- 
ubiquitinylées ou multi-ubiquitinylées, c’est-à-dire plusieurs ubiquitines sur des sites 
différents. Des chaînes hybrides peuvent également se former (mélanges de lysines 
K48/K63/...) avec l'ubiquitine seule ou même avec des protéines similaires à l'ubiquitine 
comme la protéine SUMO (small ubiquitin-like modifier) (Melchior, 2000). Cependant, il 
n’est pas encore connu si toutes les liaisons ont une fonction spécifique. L’ubiquitination a 
un rôle dans bons nombres de processus cellulaires. Comme mentionnée plus haut, la 
dégradation par le protéasome, lysosome et l’autophagosome en font parties (Clague & 
Urbé, 2010; Wilkinson, 1995), mais l’ubiquitination joue également un rôle dans l’activité 
des histones, la régulation de la localisation intracellulaire des protéines, la réparation de 
l’ADN et la réponse immunitaire (Haglund & Dikic, 2005; Hershko & Ciechanover, 1998; 
Mukhopadhyay & Riezman, 2007; Welchman et al, 2005).
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Figure 7. Code de l’ubiquitine Représentation schématique des différentes modifications 
d’ubiquitination et leurs rôles fonctionnels Adapté de (Woelk et al, 2007).
L’une des principales voies utilisant l’ubiquitine comme signal est la voie de dégradation 
par le protéasome. Le complexe protéasome-ubiquitine (UPS) est responsable de la 
dégradation de la plupart des protéines intracellulaires et joue un rôle essentiel dans la 
régulation des processus cellulaires tels que la progression du cycle cellulaire, la 
prolifération, la différentiation, l’angiogénèse et l’apoptose. La dégradation d’une protéine 
par l’intermédiaire de l’UPS comprend deux étapes distinctes et successives. Premièrement, 
il y a marquage du substrat par liaison covalente de multiples molécules d ’ubiquitine. Ceci 
est suivi de la dégradation de la protéine marquée, par le complexe 26S du protéasome en 
peptides ainsi qu’une relâche des molécules d’ubiquitines libres et réutilisables (Glickman 
& Ciechanover, 2002).
En outre, plusieurs études indiquent que l’ubiquitine réglemente également les événements 
à trois destinations intracellulaires distinctes. Cela comprend le triage au niveau des 
vésicules des endosomes tardifs qui donnent lieu à l’internalisation dans les corps multi- 
vésiculaires (MVB) (Dupré et al, 2001; Hicke, 2001; Katzmann et al, 2002; Lemmon & 











F internalisation et avant le tri des protéines aux MVB (Donaldson et al, 2003) et le triage 
des protéines au niveau du réseau trans-Golgi (TGN) (Dupré et al, 2001; Hicke, 2001; 
Lemmon & Traub, 2000). Les endosomes ont un rôle capital dans le transport et le tri des 
protéines cellulaires, en particulier membranaires (Urbé, 2005). Au niveau des endosomes 
tardifs, s’amorce le routage des protéines membranaires vers le compartiment lysosomal de 
dégradation. Le routage des protéines membrai\aires ubiquitinées fait intervenir de 
nombreuses protéines cytoplasmiques recrutées à la membrane des endosomes dont 
certaines sont regroupées dans des complexes appelés ESCRT (endosomal sorting complex 
required for transport) (Urbé, 2005). Les ESCRTs ont un rôle bien définis dans la 
formation vésiculaire reconnaissant l’étiquette ubiquitine et formant un bourgeonnement 
dans la lumière des endosomes afin d ’emprisonner la protéine ubiquitinylés pour 
l’acheminer à une dégradation lysosomale (Piper & Katzmann, 2007).
L’ubiquitination joue un rôle majeur dans le routage intracellulaire de différentes protéines. 
Oakley et al., (Oakley et al, 2000) ont démontré que les différents états d’ubiquitination de 
la P-arrestine pouvaient affecter le routage intracellulaire des GPCRs après l’endocytose. 
Dans plusieurs cas, la P-arrestine se dissocie du GPCR immédiatement après l’endocytose, 
mais dans certains autres la P-arrestine demeure accroché à celui-ci. Cette différence de la 
P-arrestine peut être déterminée par la phosphorylation de la queue cytoplasmique du 
GPCR (Oakley et al, 2001), mais également par l’ubiquitination de la P-arrestine. La P- 
arrestine-2 (Shenoy et al, 2001) peut être ubiquitinylée par Mdm2 et déubiquitinylée par 
USP33 (Shenoy et al, 2009). Fait intéressant, l’évolution temporelle de l’état 
d’ubiquitination et de déubiquitination de la p-arrestine est en corrélation avec l’association 
ou la dissociation aux GPCRs endocytés (Shenoy & Lefkowitz, 2003). Il a également été 
démontré que les ubiquitines ligases Nedd4 et Nedd4-2 pouvaient réguler les canaux 
ioniques voltages-dépendants, en augmentant ou diminuant leur localisation à la membrane 
plasmique, par internalisation ou dégradation protéique (Bongiomo et al, 2011). Wang et 
al., (Wang et al, 2005) révèlent une forte corrélation entre le degré d’ubiquitination et le 
routage intracellulaire de la sous-unité alpha de la protéine G, Gpal. Elle n’a pas la même 
localisation cellulaire lorsqu’elle est mono-ubiquitinylée que lorsqu’elle est poly- 
ubiquitinylée et le mutant sans domaine de liaison à l’ubiquitine est prédominant à la
21
membrane plasmique. À cet égard, des études portant sur les canaux TRPs, indiquent que le 
routage intracellulaire membranaire des TRPs est complexe et que différentes Rab-GTPase, 
dynamine, 80K-H, annexines et kinésines pourraient y être impliquées (Gkika et al, 2004; 
Goel et al, 2002; Goswami et al, 2010; van de Graaf et al, 2006). Sachant que 
l’ubiquitination affecte la localisation des protéines membranaires, il est possible d’amener 
l’hypothèse selon laquelle l’ubiquitination pourrait affecter ou réguler le routage 
intracellulaire des TRPCs.
TRPC6  : cible thérapeutique potentielle?
TRPC6  est connu pour être exprimé dans différents types cellulaires et tissus. Entre autres 
au niveau du système cardiovasculaire. Il est bien exprimé dans les cellules musculaires 
lisses vasculaires, dont les cellules musculaires lisses d ’aorte pulmonaire (pulmonary aortic 
smooth muscle cells, PASMC) ainsi que dans les cellules A7r5 (musculaires lisses 
thoracique d’aorte de rat). Les cellules A7r5 sont reconnues pour être un modèle d ’étude de 
la fonction et l’activation de TRPC6 . Il a d’ailleurs été démontré que la forte expression de 
TRPC6  était essentielle à l’entrée de calcium induite par la vasopressine, dans ce modèle 
d’étude (Jung et al, 2002). Puisqu’elle est exprimée dans les cellules musculaires lisses 
vasculaires, bons nombres d’études se sont intéressées à TRPC6  pour son implication 
possible dans l’hypertension.
La principale cause de l’hypertension artérielle pulmonaire (PAH) est la prolifération 
excessive des PASMCs, augmentant de ce fait la résistance au flux sanguin. Les PASMCs 
de personnes atteintes de PAH idiopathique (IPAH) montent également une surexpression 
de TRPC6 . Il a été démontré que les ARN interfèrent dirigés contre TRPC6  ralentissent 
grandement la prolifération des PASMCs (Yu et al, 2004). Ce qui laisse croire qu’une 
surexpression des canaux calcique est partiellement responsable d’une hyperprolifération 
des PASMCs. De plus, l’effet antiprolifératif du Bosentan, un bloqueur du récepteur à 
Pendothéline, sur les IPAH-PASMCs implique une diminution significative de l’expression 
de TRPC6  (Kunichika et al, 2004). Une étude a également identifié un polymorphisme d’un 
nucléotide (single-nucleotide polymorphism SNP) dans le promoteur de TRPC6  associé à 
l’IPAH jouant un rôle sur la régulation de l’activité TRPC6  dans les PASMCs. La mutation
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(-254C/G) créée la formation d’une séquence de liaison du facteur NFkB, augmentant la 
liaison de ce facteur et stimulant l’expression TRPC6 , démontrant un possible mécanisme 
entre TRPC6  à l’IPAH (Yu et al, 2009).
L’hypertension pulmonaire hypoxique (HPH) causé par une diminution de l’apport en 
oxygène induisant la prolifération des PASMCs, est aussi associée à un remodelage 
vasculaire et une altération de l’homéostasie du Ca2+. Lin et al., (Lin et al, 2004) ont 
démontré que l’expression de TRPC6  (et TRPC1) étaient augmentées par l’hypoxie 
chronique dans les PASMCs, contribuant à l’augmentation du tonus vasculaire 
caractéristique aux cas de HPH. Le rôle de TRPC6  dans les cas de HPH a été confirmé par 
Weissmann et al., (Weissmann et al, 2006), en démontrant que l’hyperventilation de souris 
déficientes en TRPC6  causait une hypoxémie artérielle sévère. Par contre, cette 
hyperventilation n’avait aucun effet sur des souris de type sauvage. Il a également été 
démontré que l’OAG (l-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol), un analogue du DAG, augmentait le 
tonus vasculaire pulmonaire des souris de type sauvage mais pas des souris déficientes en 
TRPC6 , en condition normoxie. En condition d’hypoxie, l’OAG atténuait la force de l’HPH 
(Fuchs et al, 2011). Ces résultats soutiennent que le DAG régule l’HPH via TRPC6 . 
TRPC6  semble donc être une bonne cible pour le traitement de l’hypertension pulmonaire.
TRPC6  a été décrit dans plusieurs autres études comme augmentant la prolifération 
d’autres types cellulaires et pouvant être impliqué dans des cas de cancer. Il a été démontré 
que la signalisation du récepteur alphal-adrénergique nécessite le couplage du canal 
TRPC6  et l’activation de NFAT pour favoriser la prolifération de culture primaire de 
cellules cancéreuses de l’épithélium prostatique humain (Thebault et al, 2006). Il a aussi été 
démontré qu’une forte expression de TRPC6  dans les cellules d’hépatome humain accélère 
la prolifération et l’amplitude du SOCE. Le rôle de TRPC6  dans l’oncogenèse est appuyé 
par sa faible expression dans des hépatocytes issus de sujets sains, alors qu’elle est plus 
forte dans des échantillons tumoraux tirés de patients cancéreux (El Boustany et al, 2008). 
TRPC6  se retrouve hautement exprimée dans les cellules squameuses de carcinome de 
l’œsophage. Son inhibition arrête la prolifération de ces cellules tumorales ainsi que le 
cycle cellulaire en phase G2/M, c’est-à-dire avant la phase de mitose (Ding et al, 2010). Ge
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et al., (Ge et al, 2009) ont démontré que l’inhibition de TRPC6  dans les HUVECs (human 
umbilical veiri endothélial cells) bloque le cycle cellulaire en G2/M et supprime la 
prolifération cellulaire et la formation de tube induite par le VEGF (vascular endothélial 
growth factor). TRPC6  a donc aussi un rôle critique à jouer dans l’angiogenèse.
Au fil des années, de nombreuses mutations ont été identifiées, dont plusieurs augmentent 
l’activité de TRPC6  (Mukerji et al, 2007). Des mutations dans TRPC6  ont été découvertes 
et démontrées comme étant une cause de FSGS (focal and segmentai glomerulosclerosis), 
une maladie rénale caractérisée par un dérèglement de la fonction glomérulaire, présentant 
une protéinurie due à l’apparition de brèches dans la barrière réno-capillaire (Abramowitz 
& Bimbaumer, 2009). Plusieurs études ont confirmé que la surexpression de TRPC6  ayiant 
une mutation associé au FSGS dans les cellules HEK293 (human embryonic kidney293) 
montrent une amplitude calcique supérieure aux cellules surexprimant TRPC6  de type 
sauvage (Becker et al, 2009; Büscher et al, 2010; Gigante et al, 2011; Heeringa et al, 2009; 
Mir et al, 2012; Reiser et al, 2005; Santln et al, 2009; Winn et al, 2005; Zhu et al, 2009). La 
surexpression de TRPC6  est aussi observée dans des cas de glomérulonéphrite 
membrânaire, où la dérégulation du calcium intracellulaire déstabilise le cytosquelette 
d’actine, interférant avec le phénotype et la fonction du podocyte et menant ainsi à la 
protéinurie (Jiang et al, 2011). D’ailleurs, Môller et al., (Môller et al, 2007) ont démontré 
que la surexpression transitoire de TRPC6  dans des podocytes de souris mène à une 
protéinurie. Ces études montrent l’importance que peut avoir TRPC6  au niveau 
pathologique, et l’intérêt d ’y porter une attention particulière pour la recherche.
OBJECTIF DE L ’ÉTUDE
Il est maintenant clair que l’expression et l’activité de TRPC6  ont des rôles à jouer dans 
plusieurs pathologies, telles que l’hypertension pulmonaire et la glomérulosclérose focale et 
segmentale. Puisque ces maladies impliquent généralement une augmentation de 
l’expression et de l’activité de TRPC6 , il semble nécessaire de bien comprendre la 
régulation de TRPC6 . L’ubiquitination est un moyen utilisé par les cellules pour réguler le 
routage intracellulaire des protéines et leurs activités. Le but de cette étude est d ’investiguer 
la régulation de TRPC6  par l’ubiquitine. Pour ce faire, j ’utiliserai les techniques de biologie 




Le DMEM, le sérum bovin fœtal, la trypsine, l’Opti-MEM I, la LipofectAMINE 2000 
proviennent de chez Invitrogene (Burlington, ON). Le carbachol (CCh) et le fura-2/AM 
sont de Calbiochem (San Diego, CA). La thapsigargine (Tg) est de VWR (Ville Mont- 
Royal, Qc). Les anticorps polyclonaux de lapins et monoclonaux de souris anti- 
hémaglutinine (HA-spécifique) sont de MediCorp (Mississauga, ON). L’anticorps 
monoclonal de souris anti-c-Myc9bll et la PNGaseF sont de Cell Signaling Technology 
(Boston, MA). L’anticorps polyclonal de lapin anti-T6  est de Abcam (Cambridge, MA). 
L’anticorps anti-souris couplé à HRP (horseradish peroxidase), l’anticorps anti-lapin couplé 
à HRP sont de GE Healthcare (UK). Les billes protéine A-sépharose sont d’Amersham 
Biosciences (Piscataway, NJ). La membrane de nitrocellulose est de Pérkin Elmer (Boston, 
MA). La membrane de PVDF est de Millipore (Billerica, MA). Le réactif de détection 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate est de Pierce (Rockford, IL). Les 
trousses de midipreps et de maxipreps sont de QIAGEN (Mississauga, ON). Tous les autres 
produits et réactifs sont obtenus de Sigma Aldrich (Oakville, ON), de Fisher (Nepean, ON) 
ou de Laboratoire MAT (Beauport, QC)- Les plasmides Rabex5 WT et les mutants Rabex5 
D314A/Y355A et P318A/Y355A utilisés, sont une gracieuseté de Juan Bonifacino, 
National Institutes of Health, Bethesda, MD.
Méthodes
Culture cellulaire et transfections
Les cellules HEK 293T sont maintenues à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% 
de CO2 dans un milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplémenté avec 
10% de sérum bovin fœtal, 50 U/ml de pénicilline et 50 pg/ml de streptomycine. Les 
cellules T6 . l l ,  qui sont des cellules HEK transfectées de façon stable avec TRPC6 , 
contiennent
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également dans leur milieu 0,4 mg/ml de G418. Les transfections transitoires utilisant les 
HEK 293T sont effectuées en employant le réactif pour transfection LipofectAMINE 2000. 
Les plaques 6  puits employées pour les transfections sont préalablement traitées avec 0.1 
mg/ml de poly-L-lysine, incubées durant 30 minutes, rincées au PBS IX sans Ca2+/Mg2+ 
(137 mM NaCl, 3.5 mM KC1, 10 mM Sodium Phosphate Buffer pH 7.4) et séchées en 
conditions stériles. Les différents plasmides (1 pg total) pré-dilués dans 250 pl d’Opti- 
MEM I sont additionnés à chacun des puits avant d’incorporer 2.5 pl de LipofectAMINE 
2000 dilué dans 250 pl d’Opti-MEM I. Le mélange ADN-LipofectAMINE 2000 est incubé 
pendant 20 minutes à température de la pièce. Les cellules HEK 293T sont diluées pour 
avoir 800 000 cellules dans 1.5 ml de DMEM sans antibiotique par puits. Les cellules sont 
ensuite incubées à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5 % de CO2 pendant 24 
heures. Après cette période, le milieu de culture est remplacé par du DMEM 10 % FBS 
avec antibiotique. Pour les mesures de la [Ca2+]j, chacun des puits de cellules transfectées 
est trypsinisé et le contenu de chaque puits est distribué sur trois lamelles de verre 
prétraitées avec 0,1 mg/ml de poly-L-lysine. Les cellules T6.11 sont également distribuées 
sur des lamelles prétraitées à la poly-L-lysine et utilisées à 80 % de confluence. Pour les 
immunoprécipitations, le contenu d’un puits de cellules transfectées est trypsinisé et 
redistribué dans un pétri de 60 mm ou une combinaison de trois puits est distribuée dans un 
pétri de 10 cm. Dans tous les cas, les cellules sont incubées pour 24 heures supplémentaires 
à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5 % de CO2 .
Stimulation avec CCh. Tg et traitement avec inhibiteurs
Deux jours après la transfection, les cellules sont traitées avec l’ajout de 30 pM d’ALLN 
(N-acetylleucylleucylnorleucinal), 10 mM de chlorure d’ammonium (NH4CI) ou 50 pM de 
monensine directement au milieu de culture cellulaire. Elles sont ensuite stimulées avec 50 
pM de CCh ou 1 pM de Tg ajouté directement dans le milieu de culture cellulaire. 
L’inhibition avec l’ALLN ou le monensine se fait pendant une période de 2 heures, tandis 
que l’inhibition avec le NH4CI se fait pendant 1 heure. Tous les traitements se font à une 
température de 37°C. Une fois les traitements achevés, les cellules sont mises sur glace, 
récupérées et utilisées pour la suite des investigations.
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Immunoprécipitation
Pour les essais d’immunoprécipitation, les cellules HEK 293T, transfectées avec l’ADNc 
codant pour les protéines d’intérêts, sont lavées deux fois au PBS sans Ca2+/Mg2+ et 
incubées durant 60 minutes sur glace avec 1 ml de tampon de lyse RIPA (20 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % NP40, 0.5 % acide déoxycholique, 0.1 % SDS, 
0.1 mM Phénylméthylsulfonyl Fluoride, 0.5 pM Leupeptin et 1 pg/ml Soybean Trypsin 
Inhibitor) auquel a été ajouté 1 mM NEM (N-Ethylmaleimide). Les lysats de cellules sont 
homogénéisés par 10 passages à l’intérieur d’une aiguille 20-gauge et 5 passages à 
l’intérieur d’une aiguille 25-gauge. Les débris cellulaires ainsi générés sont éliminés par 
centrifugation durant 20 minutes à 13 000 rpm à 4°C. Les billes protéinè A-sépharose CL- 
4B (100 pl), et les anticorps de souris anti-HA (5 à 7 pg) sont ajoutés au surnageant et le 
mélange est incubé pour une période de 16 heures à 4°C. Les billes sont lavées trois fois 
avec 500 pl de tampon de lyse. Le culot est traité avec l’ajout de 50 U/ml de PNGaseF, à 
37°C pendant 2 heures. Le tout est resuspendu dans du tampon Laemmli 2X contenant 10% 
P-mercaptoéthanol et 6  M urée, pH 6.75. Les échantillons sont chauffés pendant 30 minutes 
à 60°C et les protéines immunoprécipitées sont subséquemment analysées par SDS-PAGE 
et immunobuvardages.
Immunobuvardage
Pour les immunobuvardages, les lysats cellulaires et les protéines immunoprécipitées sont 
séparés sur gel SDS-PAGE 7 % et transférés sur une membrane de nitrocellulose 0.2 pm ou 
PVDF 0.2 pm préalablement traitée avec méthanol (400 mA, 2 heures, 4°C) dans du 
tampon de transfert (150 mM glycine, 20 mM Tris-Base et 20 % méthanol). Après le 
transfert, la membrane est colorée au Ponceau S pour visualiser le marqueur de poids 
moléculaire. Elle est ensuite décolorée dans du TBST (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 137 mM 
NaCl et 0.3 % Tween 20) avant d’être bloquée pour 1 heure à la température ambiante dans 
du TBST supplémenté avec 5 % de lait en poudre non gras. Les membranes bloquées sont 
ensuite incubées durant 3 heures à la température ambiante ou toute la nuit à 4°C en 
présence d’anticorps de lapins anti-HA (1:1 000), d’anticorps de souris anti-c-Myc9b 11 
(1:1 000) ou d’anticorps de lapins anti-T6  (1 :300) dilués dans du TBST. Les membranes
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sont lavées trois fois-avec du TBST avant d’être incubées 2 heures à la température 
ambiante avec un anticorps d’ânes anti-IgG de lapins couplé à la peroxydase (1:20 000) ou 
avec un anticorps de moutons anti-IgG de souris conjugué à la peroxydase (1:10 000) dilué 
dans du TBST et 5 % de lait en poudre non gras. Après cette période, les membranes sont 
lavées trois fois au TBST et les complexes immuns sont révélés avec le système de 
détection SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate selon les recommandations 
du fabricant. Les bandes révélées par immunobuvardages sont par la suite analysé à l’aide 
du logiciel ImageJ et un ratio de la densitométrie des bandes de TRPC6 -Ub sur TRPC6  
total est effectué. Les cas échéants, un test de Student a été réalisé sur les expérimentations.
Mesures du rCa2+li
Nous utilisons la méthode décrites par Zhu et al., (Zhu et al, 1996) pour mesurer le [Ca2+]i. 
Brièvement, les cellules HEK293T ou T6.I1 croissent sur une lamelle microscopique 
préalablement traitée avec poly-L-lysine. Quarante-huit heures après transfection, elles sont 
lavées deux fois avec HBSS (120 mM NaCl, 5.3 mM KC1, 0.8 mM MgS04, 10 mM 
glucose, 20 mM HEPES, 1.8 mM CaCh pH 7.4) et chargées avec du fura-2/AM (1 uM 
dans HBSS) pour 20 minutes à la température ambiante et à l’abri de la lumière. Après un 
lavage et une étape de 20 minutes de dé-estérification dans du HBSS frais à température 
pièce, les lamelles de verre sont ensuite placées dans une chambre circulaire dont le fond 
est ouvert et installées sur le plateau d’un microscope Olympus 1X71 couplé à un système 
de photométrie et d’imagerie digitale Métafluor (Olympus Canada Inc., Markham, ON). 
Des cellules isolées, chargées en fura-2/AM, sont sélectionnées et la [Ca2+]j de ces cellules 
est mesurée à température pièce par vidéo-fluoromicroscopie utilisant, en alternance, des 
longueurs d’ondes excitatrices de 340 et 387 nm et une longueur d’onde émise à 510 nm est 
enregistrée, correspondant à la longueur d’onde émise par le fura-2/AM lié au Ca2+. La 
longueur d’onde 340 nm sert à exciter le fura-2/AM, lorsqu’il est lié au Ca2+. Lorsque le 
Fura-2/AM n’est pas lié au Ca2+, il est excité à 387 nm. La [Ca2+]j libre dans le cytoplasme 
est ensuite calculée suivant un ratio de fluorescence 340/387, selon la méthode décrite par 
Grynkiewicz et al., (Grynkiewicz et al, 1985). Pour les transfections transitoires, les 
cellules sont co-transfectées avec un ADNc codant pour le récepteur muscarinique M5, et
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seulement celles répondant au CCh seront analysées. Les réactifs ont été dilués à leurs 
concentrations finales dans du HBSS et appliqués à la surface de la cellule par perfusion.
Au temps 0, les cellules sont mises en présence de HBSS et à 30 secondes après le début 
des mesures, le calcium est retiré du milieu en ajoutant par perfusion une solution de HBSS 
sans calcium contenant 0.5 mM d’EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid). Après une 
période de 30 secondes en absence de Ca2+ extracellulaire, les cellules sont stimulées par 5 
pM de CCh, toujours en absence de Ca2+ extracellulaire. Lorsque la [Ca2+]i revient au 
niveau basai, l’entrée de calcium est mesurée par l’ajout de HBSS contenant 1.8 mM de 
CaCL et 50 pM de CCh. Seules les cellules ayant démontré une relâche induite par le CCh 
sont considérées comme transfectées et sont utilisées dans l’analyse statistique. Les valeurs 
de [Ca2+]i sont enregistrées toutes les secondes. Les résultats sont représentés comme une 
moyenne ± l’erreur standard à la moyenne (SEM) obtenue de 8  à 10 lamelles pour chaque 
condition, chacune des lamelles contenant de 15 à 30 cellules transfectées.
RÉSULTATS
TRPC6  est ubiauitinvlée
Pour démontré que TRPC6  pouvait être ubiquitinylée, l’ADNc de TRPC6  étiqueté avec 
l’épitope HA a été co-transfecté avec celui de l’ubiquitine de type sauvage étiqueté avec 
l’épitope c-Myc dans les cellules HEK 293T. TRPC6  fût ensuite immunoprécipitée par un 
anticorps anti-HA, séparé sur SDS-PAGE et détecté par immunobuvardage de type 
Western avec un anticorps anti-HA ou anti-c-Myc (détectant TRPC6  et l’ubiquitine, 
respectivement). L’immunobuvardage avec l’anticorps anti-HA montre des bandes évasées 
pour TRPC6  à des masses moléculaires situées autour de 117 jusqu’à 160 kDa. L’anticorps 
anti-c-Myc détecte une très large bande, située entre 105 et 220 kDa seulement lorsque 
TRPC6  est co-transfecté avec l’ubiquitine de type sauvage (figure 8 a). Cette large bande 
située entre 105 et 220 kDa suggère une poly-ubiquitination de TRPC6 . Dans le but de 
déterminer le nombre de site d’ubiquitination de TRPC6 , les cellules HEK 293T ont été 
transfectées de la même façon que précédemment, mais en présence d ’une ubiquitine mutée 
(ubiquitine KO). L’ubiquitine KO ne contient aucune lysine dans sa séquence d’acides 
aminés, ce qui empêche la formation de chaînes de poly-ubiquitines et ainsi permet 
d’obtenir une protéine avec seulement une mono-ubiquitination. Par contre, si plusieurs 
lysines de la protéine cible peuvent être ubiquitinylées, il y aura une multi mono- 
ubiquitination. TRPC6  a ensuite été immunoprécipité avec un anti-HA et 
l’immunoprécipitat a été traité avec la PNGase F. Ce traitement permet une déglycosylation 
de TRPC6 , et ainsi avoir des bandes encore plus définies (Boulay et al, 1997; Bousquet et 
al, 2011). Un immunobuvardage de type Western a été effectué à l’aide d ’anticoprs dirigés 
contre HA et Myc. La figure 8 b montre la présence de trois bandes de TRPC6  ubiquitinylé 
visibles lorsqu’immunobuvardé avec l’anti-c-Myc et la présence d’une seule bande de 
TRPC6  situé autour de 117 kDa lorsqu’immunobuvardé avec un anti-HA. Les trois bandes 
de TRPC6  ubiquitinylé détectées avec l’anti-c-Myc sont situées à des poids moléculaires de 
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Figure 8. TRPC6 est ubiquitinylée a) Les cellules HEK 293T sont transfectées avec 
TRPC6  étiquetée avec l’épitope HA et l’ubiquitine étiquetée avec l’épitope c-Myc. Deux 
jours après transfection, une lyse cellulaire est effectuée, TRPC6  est immunoprécipitée et la 
présence de TRPC6  et de l’ubiquitine dans l’immunoprécipitat est révélée par 
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps anti-HA de lapin et un anti c- 
Myc (a-9Bll).b) Les cellules HEK 293T sont transfectées avec TRPC6  étiqueté HA et 
l’ubiquitine KO étiquetée avec l’épitope c-Myc. Deux jours suivant la transfection, une lyse 
cellulaire est effectuée puis une immunoprécipitation de TRPC6  suivi d ’un 
immunobuvardage de type Western pour révéler la présence de TRPC6  et de l’ubiquitine 
avec un anticorps anti-HA de lapin ou un anti c-Myc (a-9B ll) respectivement. (n=2 
expériences indépendantes). Un traitement à la PNGase F a été effectué, sur 
l’immunoprécipitat, pour déglygosyler TRPC6  et obtenir des bandes plus définies.
Une stimulation au CCh favorise l’état d’ubiauitination de TRPC6
Pour vérifier l’influence d’une stimulation hormonale sur l’état d’ubiquitination de TRPC6 , 
les cellules T6 . 11 sont transfectées avec l’ubiquitine KO étiquetée c-Myc. Deux jours après 
la transfection, elles sont stimulées avec 50 pM de CCh à 37°C, pour une période allant de 
2 minutes à 2 heures. Le CCh induit la relâche calcique en activant une GqPCR (Tovey et 
al, 2008; Wojcikiewicz et al, 1994). La figure 9a montre qu’une stimulation avec le CCh 
augmente l’état d ’ubiquitination de TRPC6  par rapport au groupe non stimulé. L’intensité 
des bandes TRPC6 -Ub suite à une stimulation de 2 minutes est plus élevée 
comparativement au groupe contrôle non stimulé (0 minutes), pour des quantités de TRPC6  
immunoprécipités équivalentes. Après une stimulation de 30 minutes, l’intensité des bandes 
TRPC6 -Ub diminue comparativement à la stimulation de 2 minutes mais semble égaler le 
niveau contrôle (0 minutes). L’effet sur l’ubiquitination de TRPC6  semble s’amenuiser 
avec un temps de stimulation plus long, n’ayant plus d ’effet significatif lorsque la 
stimulation est supérieure à 30 minutes. Suite à l’analyse densitométrique des bandes 
permettant de quantifier le ratio de TRPC6  ubiquitinylés par rapport au TRPC6  totaux
32
(figure 9b), nous constatons une augmentation de 39.1 ± 12.5 % de la quantité de TRPC6  
ubiquitinylé lors d ’une stimulation de 2  minutes, par rapport au groupe non-stimulé (p < 
0.05). Une stimulation de 30 minutes augmente de 23.4 ± 19.0 % le niveau de TRPC6  
ubiquitinylé. Par contre, une stimulation prolongée ramène le niveau d’ubiquitination de 
TRPC6  très près du niveau basai. Des stimulations de 60 et de 120 minutes montrent un 
niveau de TRPC6  ubiquitinylé semblable à ce qui est observé pour le groupe non stimulé 
avec le CCh. Ces résultats permettent de conclure qu’une stimulation hormonale au CCh, 
augmente l’état d’ubiquitination de TRPC6  de façon rapide et transitoire.
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Figure 9. Une stimulation au CCh favorise l’ubiquitination de TRPC6 a) Les cellules 
T6 . l l  sont transfectées avec l’ubiquitine KO étiquetée avec l’épitope c-Myc. Deux jours 
après transfection, les cellules sont stimulées avec 50 pM  de carbachol à 37°C pendant 
différentes périodes de temps. Après solubilisation, TRPC6  est immunoprécipitée et la 
présence de TRPC6  et de l’ubiquitine dans l’immunoprécipitat est révélé par buvardage de 
type Western en utilisant un anticorps anti-HA de lapin, et celle de l’ubiquitine avec un anti 
c-Myc (a-9B ll) respectivement, b) Une analyse densitométrique des bandes en a) fut 
effectuée pour déterminer le ratio de TRPC6  ubiquitinylé vs la quantité totale de TRPC6 . (* 
représente p < 0.05, par le test de Student, n=3 expériences indépendantes). Un traitement à 
la PNGase F a été effectué, sur l’immunoprécipitat, pour déglygosyler TRPC6  et obtenir 
des bandes plus définies.
Une stimulation à la Tg favorise l’état d’ubiauitination de TRPC6
Afin de vérifier si la mobilisation du Ca2+ intracellulaire influence l’état d’ubiquitination de 
TRPC6 , les cellules ont été incubées en présence de la Tg. Celle-ci induit une relâche de 
Ca2+ du RE en inhibant les pompes SERCA (Lockwich et al, 2001). Les cellules exprimant 
TRPC6 -HA et ubiquitine KO-Myc ont été traitées avec 1 pM de Tg à 37°C durant
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différentes périodes de temps allant de 1 à 30 minutes. TRPC6 -HA a ensuite été 
immunoprécipité à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’épitope HA et un 
immunobuvardage de type Western a été effectué avec un anti-HA ou un anti-c-Myc pour 
détecter TRPC6  et l’ubiquitine respectivement. Une augmentation de l’état d’ubiquitination 
de TRPC6  est observé suite au traitement à la Tg peu importe le temps de stimulation mais 
avec une intensité plus forte après 2 à 10 minutes de stimulation (figure 10a). Les analyses 
densitométriques des bandes de la figure 1 0 a a permis de quantifier et comparer les niveaux 
de TRPC6  poly-ubiquitinylé au niveau totaux de TRPC6 . L’état d’ubiquitination de TRPC6  
augmente de plus de 30 % lors d’une stimulation à la Tg. Le niveau de TRPC6 - poly- 
ubiquitinylé atteint son maximum lors d’une stimulation de 5 minutes, soit un augmentation 
de 73.1 ± 20.9 % comparativement au groupe non stimulé par la Tg. Pour les temps de 
stimulation de 10, 15 et 30 minutes, il y a une augmentation de l’état d ’ubiquitination de 
TRCP6  de l’ordre 40.0 ± 8 . 6  %, 31.0 ± 18.1. % et 46.5 ± 19.3 % respectivement. Cette 
augmentation non significative, en comparaison avec le groupe témoin, laisse percevoir une 
tendance au niveau de l’état d’ubiquitination de TRPC6 . L’ubiquitination de TRPC6  tend a 
augmenter lorsque les cellules sont stimulées avec la Tg. L’effet est principalement 
remarqué pour une courte période de temps.
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Figure 10. La stimulation avec la Tg favorise l’état d’ubiquitination de TRPC6 a) Les
cellules HEK 293T sont transfectées avec TRPC6  étiqueté avec l’épitope HA et
l’ubiquitine étiquetée avec l’épitope c-Myc. Deux jours après transfection, les cellules sont 
stimulées avec 1 pM de Tg à 37°C. Après solubilisation, TRPC6  est immunoprécipitée et la
présence de TRPC6  et de l’ubiquitine dans l’immunoprécipitat est révélée par
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps anti-HA de lapin, et celle de 
l’ubiquitine avec un anti c-Myc (a-9B ll) respectivement, b) Une analyse densitométrique 
des bandes en a) fut effectuée pour déterminer le ratio de TRPC6  poly-ubiquitinylé vs la 
quantité totale de TRPC6.(n=2 expériences indépendantes).
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L’inhibition de la voie protéosomale. par un traitement à l’ALLN. augmente l’état 
d’ubiquitination de TRPC6
Étant donné le rôle important connu de l’ubiquitine dans la voie de dégradation 
protéosomale, nous avons vérifié si l’ubiquitine joue un rôle dans la dégradation de TRPC6  
par le protéasome. Pour ce faire, nous avons utilisé un inhibiteur de la voie protéosomale, 
l’ALLN (N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal). Les cellules HEK 293T exprimant TRPC6 - 
HA et l’ubiquitine de type sauvage étiqueté c-Myc ont été traitées avec 30 pM d’ALLN 
pendant 2 heures. Les cellules ont ensuite été stimulées avec 1 pM de Tg à 37°C, durant 
différentes périodes de temps allant de 1 à 30 minutes. La quantité de TRPC6 -HA 
immunoprécipité et ubiquitinylé a ensuite été analysé par immunobuvardage de type 
Western à l’aide d’anticorps dirigés contre HA et c-Myc (figure lia ). On observe une 
augmentation du niveau de TRPC6  ubiquitinylé suite à la stimulation à la Tg, et ce même 
en présence d’ALLN. En effet, la stimulation à la Tg augmente graduellement l’état 
d’ubiquitination de TRPC6  en présence ou non d’ALLN, avec un niveau maximum 
d’ubiquitination après 5 et 10 minutes de stimulation. On remarque également une 
augmentation du niveau de TRPC6  ubiquitinylé lorsqu’un traitement avec l’ALLN est 
effectué (la portion droite de la figure 1 la) comparativement au groupe non traité à l’ALLN 
(à gauche), en se réfèrent au niveau de TRPC6  totaux. L’histogramme de la figure 11b 
résume l’analyse densitométrique du ratio de TRPC6  poly-ubiquitinylé par rapport au 
TRPC6  total détecté dans des cellules traitées ou non avec l’ALLN et non stimulées avec la 
Tg (temps 0 de la figure lia). Cette analyse indique une augmentation de l’état 
d’ubiquitination de TRPC6  de 2.3 ± 0.7 fois supérieure pour le groupe traité à l’ALLN. 
Ainsi, en inhibant la dégradation par le protéasome, on ne permet pas à TRPC6  d ’être 
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Figure 11. L’inhibition de la voie protéosomale augmente l’état d’ubiquitination de 
TRPC6 a) Les cellules HEK 293T sont transfectées avec TRPC6  étiqueté avec l’épitope 
HA et l’ubiquitine étiquetée avec l’épitope c-Myc. Deux jours après transfection, les 
cellules sont traitées avec 30 pM d’ALLN pour une période de 2 heures à 37°C, suivi d’une 
stimulation avec 1 pM de Tg. Après solubilisation, TRPC6  est immunoprécipitée et la 
présence de TRPC6  et de l’ubiquitine dans Pimmunoprécipitat est révélée par 
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps anti-HA de lapin, et celle de 
l’ubiquitine avec un anti c-Myc (a-9Bl 1) respectivement, b) Une analyse densitométrique 
des bandes en a) fut effectuée pour déterminer le ratio de TRPC6  poly-ubiquitinylé vs la 
quantité totale de TRPC6 . (n=2 expériences indépendantes)
L’inhibition la voie lvsosomale par un traitement avec le NTLCI ou la monensine diminue 
l’état d’ubiauitination de TRPC6
Il a été démontré que l’ubiquitination des protéines localisées à la membrane plasmique est 
impliquée dans l’internalisation de ces protéines (Piper & Lehner, 2011). Pour investiguer 
la possibilité que l’ubiquitination de TRPC6  ait un rôle à jouer dans son internalisation, les 
cellules HEK 293T ont été traitées deux jours après transfection avec 10 mM de NH4CI 
pour une période de 60 minutes à 37°C, suivi d’une stimulation à la Tg. Les cellules ont 
préalablement été transfectées avec de l’ADNc codant pour TRPC6  et pour l’ubiquitine de 
type sauvage. Comme précédemment, suite à la solubilisation des cellules, TRPC6  est 
immunoprécipité, s’en suit un immunobuvardage de type Western contre HA et c-Myc, 
respectivement l’épitope de TRPC6  et de l’ubiquitine. L’augmentation de l’état 
d’ubiquitination de TRPC6  est encore observée suite à une stimulation à la Tg (figure 12a). 
Cependant, une diminution de l’expression de TRPC6  ainsi que TRPC6  ubiquitinylée est 
également observé chez les cellules traitées avec le NH4 CI (figure 12a). Cette diminution 
peut être causé par la modification du pH acide endosomale affectant le trafic et le 
recyclage membranaire (Huotari & Helenius, 2011). La neutralisation des endosomes peut
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également provoquer l’accumulation protéique au niveau des compartiments du Golgi puis 
mener à une dégradation protéique (Davis & Mecham, 1996; Davis & Mecham, 1998). En 
présence de NH4CI, l’état d’ubiquitination de TRPC6  diminue malgré une stimulation à la 
Tg, qui comme démontré précédemment induit l’ubiquitination de la protéine. À la figure 
12b, l’histogramme présente la quantité relative de TRPC6  ubiquitinylé déterminée par 
l’analyse densitométrique des bandes de TRPC6  poly-ubiquitinylé sur le TRPC6  total. Une 
diminution de 66.3 ± 12.6 % de l’état d’ubiquitination de TRPC6  est calculée sur les 
cellules ayant subi un traitement avec le NH4CI, comparativement au groupe de cellules 
contrôles. Ce dernier résultat surprenant suggère que l’ubiquitination de TRPC6  se fait au 
niveau des lysosomes, lors du recyclage ou de la dégradation.
nh , o
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Figure 12. L’inhibition de la voie de dégradation lysosomale diminue l’état 
d’ubiquitination de TRPC6 a) Les cellules HEK 293T sont transfectées avec TRPC6  
étiqueté avec l’épitope HA et l’ubiquitine étiquetée avec l’épitope c-Myc. Le puit pcDNA3, 
correspond aux cellules transfectées avec TRPC6  seul. Deux jours après transfection, les 
cellules sont traitées avec 10 mM de NH4CI pour une période de 60 minutes à 37°C, suivi 
d’une stimulation avec 1 pM de Tg. Après solubilisation, TRPC6  est immunoprécipité et la 
présence de TRPC6  et de l’ubiquitine dans l’immunoprécipitat est révélée par 
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps anti-HA de lapin, et celle de 
l’ubiquitine avec un anti c-Myc (a-9Bl 1) respectivement, b) Une analyse densitométrique 
des bandes en a) fut effectuée pour déterminer le ratio de TRPC6  poly-ubiquitinylé vs la 
quantité totale de TRPC6.(n=2 expériences indépendantes)
Pour confirmer ce résultat, un deuxième inhibiteur de la voie lysosomale, la monensine, fût 
utilisé. Les cellules HEK 293T ont été transfectées avec de l’ADNc codant pour TRPC6 - 
HA et pour l’ubiquitine de type sauvage étiquetée c-Myc. Deux jours après transfection, les 
cellules sont traitées avec 50 pM de monensine, pour une période de 2 heures et ensuite 
elles sont stimulées avec 1 pM de Tg pendant 5 minutes, à 37°C. Par la suite, les cellules
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subissent le même traitement que pour les autres expérimentations. La figure 13a présente 
l’augmentation de l’état d ’ubiquitination de TRPC6  suite à la stimulation de 5 minutes à la 
Tg. Elle révèle également une forte baisse de l’intensité des bandes TRPC6 -Ub suite au 
traitement à la monensine pour les cellules contrôles stimulées 5 minutes avec la Tg. Ainsi 
l’augmentation de l’état d’ubiquitination induite par une stimulation avec la Tg est 
fortement inhibée par l’action de la monensine. L’histogramme présenté à la figure 12b 
indique la quantité relative de TRPC6  ubiquitinylé déterminée par la quantité de TRPC6  
total dans les cellules traitées ou non avec la monensine en absence de Tg. Cette 
expérimentation, indépendante de la figure 13a, a été exécutée sur les cellules HEK 293T 
transfectées avec TRPC6 -HA et l’ubiquitine de type sauvage étiquetée c-Myc. Cette 
expérimentation a été effectuée sans stimulation à la Tg, afin de visualiser l’effet spécifique 
et sans artifice d’une inhibition de la voie lysosomale sur le niveau de TRPC6 -Ub. De plus, 
la quantification était très difficile compte tenu de la diminution de la quantité totale de 
TRPC6  en présence de momensine. Une diminution de 39.5 ± 3.3 % du niveau 
d’ubiquitination de TRPC6  est perçue en présence de monensine. Ainsi, ces derniers 
résultats confirment que l’ubiquitination de TRPC6  se fait au niveau de lysosomes, lors du 
recyclage ou de la dégradation. En inhibant la dégradation lysosomale, le niveau de TRPC6  
ubiquitinylé est diminué par rapport au niveau de TRPC6  total.
Effet du traite ment à la 
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Figure 13. L’ubiquitination de TRPC6 induite par le traitement à la Tg est inhibée 
par la monensine a) Les cellules HEK 239T sont transfectées avec TRPC6  étiqueté HA et 
l’ubiquitine étiquetée c-Myc. Deux jours après transfection, les cellules sont traitées avec 
50 pM de monensine pour 2 heures et stimulées 5 minutes à 37°C avec 1 pM de Tg. Après 
solubilisation, TRPC6  est immunoprécipité avec un anti-HA de souris. La présence de 
l’ubiquitine et de TRPC6  dans l’immunoprécipitat est révélée par buvardage de type 
Western en utilisant un anti-c-Myc de souris (a-9B ll) et un anti-HA de lapin,






respectivement, b) Les cellules HEK 293T sont transfectées avec TRPC6  et l’ubiquitine. 
Deux jours après transfection, les cellules sont traitées avec 50 pM de monensine à 37°C, 
pendant 2 heures. Après solubilisation, TRPC6  est immunoprécipité avec un anti-HA de 
souris. La présence de TRPC6  dans Fimmunoprécipitat est révélée par buvardage de type 
Western en utilisant un anticorps anti-HA de lapin, et celle de l’ubiquitine avec un anti-c- 
Myc de souris (a-9Bll), respectivement. La quantité relative de TRPC6  ubiquitinylé est 
déterminée par l’analyse densitométrique des bandes de TRPC6  poly-ubiquitinylé sur 
TRPC6  total. (n=2 expériences indépendantes)
Rabex-5 interagit avec TRPC6
Plusieurs éléments indiquent que le trafic endosomale des produits ubiquitinylés pourrait 
nécessiter l’action supplémentaire d ’adaptateur liant l’ubiquitine, incluant Rab5 guanine 
exchange factor (GEF) RabGEFl/Rabex-5 (Raiborg et al, 2006). Rabex-5 forme un 
complexe protéique avec Rabaptin-5 au niveau des endosomes précoces et joue un rôle 
important dans le trafic endosomale des produits ubiquitinylés. Nous avons, de ce fait, 
investigué l’interaction Rabex-5 et TRPC6 . Les cellules HEK 293T ont été transfectées 
avec l’ADNc codant pour une combinaison d ’ADNc de TRPC6 -HA avec Rabex-5 de type 
sauvage. Deux jours après transfection, les cellules sont solubilisées avec un tampon de 
lyse RIPA et suivi d ’une immunoprécipitation de TRPC6 -HA, ainsi qu’un 
immunobuvardage de type Western sur l’épitope de Rabex-5, c-Myc. La figure 14 montre 
une interaction évidente avec TRPC6  et Rabex-5. En effet, la bande présente à -73 kDa 
représentent c-Myc-Rabex-5. Pour déterminer si l’activité GEF de Rabex-5 était nécessaire 
à l’interaction, F immunoprécipitation a été répétée avec des cellules exprimant deux 
mutants de Rabex-5 ne possédant pas d’activité GEF soit Rabex-5 D314A/Y355A et 
Rabex-5 P318A/Y355A. Une interaction de TRPC6  est également observée avec ces 
mutants inactifs (figure 14). Les niveaux d’expression de Rabex-5 sauvage ou mutants 
étaient équivalents dans chacun des lysats (figure 14). Ces résultats démontrent qu’il y a 
une interaction entre TRPC6  et Rabex-5, et que l’activité GEF de Rabex-5 n’est pas 





Figure 14. Rabex-5 interagit avec TRPC6 Les cellules HEK 293T sont transfectées avec 
TRPC6  étiquetée avec l’épitope HA, l’ubiquitine et Rabex-5 de type sauvage ou un des 
mutants Rabex-5 (D314A/Y355A ou P318A/Y355A) étiquetés avec l’épitope c-Myc. Deux 
jours après transfection, les cellules sont solubilisées, TRPC6  est immunoprécipitée et les 
présences de TRPC6  ainsi que de Rabex-5 dans l’immunoprécipitat sont révélées par 
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps anti-HA de lapin, et un anti c- 
Myc (a-9Bl 1) respectivement. (n=2 expériences indépendantes)
Rabex-5 n’est nas impliquée dans la signalisation calciaue de TRPC6  
Puisque Rabex-5 interagit avec TRPC6 , nous avons vérifié si l’interaction avec Rabex-5, 
ainsi que son activité GEF influençait l’activité de TRPC6 . Des essais calciques ont donc 
été effectués sur les cellules T6 . l l  exprimant Rabex-5 de type sauvage ou ses mutants 
D314A/Y355A et P318A/Y355A et exprimant ou non l’ubiquitine de type sauvage. 
L’activité de TRPC6  a été mesuré dans ces cellules suivant un protocole déplétion Ca2+/ré- 
addition Ca2+. Ce protocole permet de s’assurer que le milieu extracellulaire n’interfère pas 
dans la mesure de la relâche calcique, en retirant le Ca2+ du milieu extracellulaire.il permet 
par la suite, de mesurer l’entrée calcique effectué par les canaux TRPC6  en rétablissant le 
niveau de Ca2+ extracellulaire. L’utilisation d’un agent indicateur du Ca2+ intracellulaire à 
haute affinité, le Fura-2/AM, est utilisé pour mesurer la [Ca2+]j pour chacune des cellules 
sélectionnées. Les cellules transfectées et chargées en fura-2/AM sont incubées pendant 30 
secondes dans un milieu extracellulaire sans Ca2+ avant la stimulation avec 5 pM de CCh. 
Une fois que la [Ca2+]i est retournée au niveau basai, soit 90 secondes après la stimulation 
au CCh, le Ca2+ extracellulaire est rétabli à 1.8 mM pour permettre l’entrée de Ca2+ via les
40
canaux TRPCs. La figure 15a montre que lors d’une stimulation au CCh, la relâche 
calcique est de 166.5 ±15.1 nM pour les cellules ayant été transfectées avec le vecteur vide 
pcDNA3, et de 167.0 ± 8.3 nM pour les cellules surexprimant Rabex-5 de type sauvage. 
Les cellules surexprimant le double mutant D314A/Y355A ont une relâche s’élevant à
145.7 ± 38.5 nM. Pour le double mutant P318A/Y355A, la relâche est de l’ordre de 194.5 ± 
23.3 nM. Pour ce qui est de l’entrée calcique, les cellules transfectées avec le vecteur vide, 
Rabex-5 de type sauvage ou les doubles mutants D314A/Y355A et P318A/Y355A sont 
aux alentours de 120 nM (soit 121.3 ± 12.0 nM, 125.6 ± 12.7 nM, 112.8 ± 16.0 nM et
122.7 ± 3.7 nM respectivement). Ces résultats suggèrent que Rabex-5 n’affecte en rien la 
signalisation calcique des cellules T6 . l l .  L’histogramme de la figure 15b indique les 
valeurs nettes d’entrée du Ca2+, soit la différence entre la [Ca2+]j avant et après l’ajout du 
Ca2+ extracellulaire suite à la stimulation au CCh. Pour le groupe contrôle pcDNA3, 
l’entrée nette est de 67.8 ± 15.6 nM. Elle est de 70.3 ± 17.9, 57.0 ± 19.2 et 71.9 ± 5.8 nM 
pour les cellules ayant été transfectées avec Rabex-5 de type sauvage, le mutant 
D314A/Y355A et P318A/Y355A, respectivement. Aucune différence significative n’est 
observée que ce soit pour l’un ou l’autre des groupes. Ces résultats démontrent que Rabex- 
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Figure 15. Rabex-5 n’est pas impliquée dans la signalisation calcique de TRPC6 a) Les
mesures de la [Ca2+]i sont effectuées dans des T6 . l l  transfectées avec pcDNA3 (bleu), 
Rabex-5 de type sauvage (rouge), Rabex-5 D314A/Y355A (vert) ou Rabex-5 
P318A/Y355A (mauve). Les cellules sont incubées en absence de Ca2+ (en présence de 0.5 
mM EGTA) pour 30 s avant d’être stimulées avec 5 pM de CCh. Le Ca2+ extracellulaire 
(1.8 mM) est rétabli à 180 s. b) L’entrée de Ca2+ nette induite par une stimulation au CCh 
(moyenne de la valeur de la [Ca2+]i à 179 s soustraites des valeurs de [Ca2+]i après 190-200 
s) est calculée et schématisée. Ces valeurs sont représentées sous la forme de moyennes ± 
S.E.M. de six expérimentations, c) Les mesures de la [Ca2+]i sont effectuées dans des T6.11 
transfectées avec pcDNA3 (bleu), Rabex-5 de type sauvage (rouge), l’ubiquitine de type 
sauvage (vert) ou une combinaison de Rabex-5 de type sauvage et d’ubiquitine de type 
sauvage (mauve). Les cellules sont incubées en absence de Ca2+ (en présence de 0.5 mM 
EGTA) pour 30 s avant d’être stimulées avec 5 pM de CCh. Le Ca2+ extracellulaire (1.8 
mM) est rétabli à 180 s. d) L’entrée de Ca2+ nette induite par une stimulation au CCh 
(moyenne de la valeur de la [Ca2+]j à 179 s soustraites des valeurs de [Ca2+]i après 190-200 
s) est calculée et schématisé. Ces valeurs sont représentées sous la forme de moyennes ± 
S.E.M. de six expérimentations. (n=15-30 cellules/lamelle, 8-10 lamelles sur 3 jours 
indépendants)
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Puisque la surexpression de Rabex-5 ou des mutants inactifs pour l’activité GEF 
n’influence pas l’activité de TRPC6 , nous avons émis l’hypothèse que l’ubiquitine pouvait 
être le facteur limitant. Ainsi, les mesures calcique décrites dans les paragraphes précédents 
on été répétées, mais dans des cellules exprimant TRPC6  en plus de l’ubiquitine et/ou 
Rabex-5 sauvage (figure 15c,d). Comme montré à la figure 15c, le CCh induit une relâche 
et une entrée similaire pour tous les groupes. Plus spécifiquement, la courbe contrôle 
montre une relâche de 209.4 ± 14.6 nM et la courbe où seule l’ubiquitine a été transfecté 
présente une relâche calcique de 191.2 ± 50.3 nM. La courbe où seulement Rabex-5 a été 
transfecté présente une relâche de 175.0 ± 43.6 nM et la courbe avec une co-transfection de 
l’ubiquitine et Rabex-5 montre une relâche de 184.5 ± 66.0 nM. Au niveau de l’entrée 
calcique, le groupe contrôle a une entrée de 118.3 ± 3.8 nM, tandis que les groupes 
transfectés avec l’ubiquitine, Rabex-5 ou une co-transfection des deux ADNc ont une 
entrée calcique de 119.5 ± 5.3, 119.8 ± 11.9 et 125.7 ± 20.0 nM respectivement. Comme 
l’indique les courbes calciques, aucune différence notable n’est démontrée lors de la 
relâche ou de l’entrée calcique. L’histogramme de la figure 15d schématise l’entrée nette du 
Ca2+ pour les différents groupes. Dans tous les cas, l’entrée calcique nette se situe au 
alentour de 70 nM, similaire au groupe contrôle (pcDNA3). En effet, l’entrée calcique est 
de 66.1 ± 6.5 nM pour le groupe contrôle, 71 ±2 . 3  nM pour le groupe transfecté avec 
l’ubiquitine seulement, 69.5 ± 13.2 nM pour celui transfecté avec Rabex-5 et 75.1 ± 21.6 
nM pour le groupe ayant été co-transfecté avec l’ubiquitine et Rabex-5 de type sauvage. 
Tous ces résultats laissent croire que le facteur limitant dans la réaction d ’ubiquitination de 
TRPC6  se situe en aval de Rabex-5, puisque même en surexprimant Rabex-5 et 
l’ubiquitine, aucune influence sur le Ca2+ n’est perçue lors de la relâche, ni lors de l’entrée 
calcique via les canaux TRPC6 .
DISCUSSION
Dans cette étude, nous avons démontré que TRPC6  peut être ubiquitinylée. L’étalement 
large de la bande d’ubiquitine sur immunobuvardage de type Western suite à une 
immunoprécipitation de TRPC6  indique sans aucun doute une poly-ubiquitination de 
TRPC6 . Cependant, l’utilisation d’une ubiquitine dont toutes les lysines ont été mutées 
(ubiquitine KO) n’a pas été un moyen suffisamment efficace pour déterminer le nombre de 
site d’ubiquitination possible de TRPC6 . Suite à une ubiquitinylation in cellulo de TRPC6  
avec l’ubiquitine KO et à une immunoprécipitation de TRPC6 , trois bandes de protéine 
ubiquitinylée, probablement TRPC6 , ont été révélées par immunoblot. Même si les poids 
moléculaires des trois différentes bandes varient autour de 8  kDa, soit le poids moléculaire 
théorique d’une ubiquitine, nous ne pouvons pas de conclure sur le nombre de site 
d’ubiquitination sur TRPC6  puisque deux de ces bandes ont un poids moléculaire 
inférieures à celui de TRPC6  mono-ubiquitinylé. Pour expliquer cela, nous émettons deux 
hypothèses. La première est que les deux bandes à 98 et 117 kDa seraient en fait des 
produits de dégradation partiels de TRPC6  ubiquitinylé. La deuxième hypothèse est que 
TRPCô-ubiquitinylé aurait une forme plus globulaire et migrerait différemment sur le gel. 
Le fait qu’aucune correspondance n ’est perçue pour les 3 bandes TRPC6 -Ub avec l’anti- 
HA,qui détecte TRPC6 , peut être expliqué une possible dégradation de TRPC6  éliminant le 
site de liaison à l’anticorps. Il est également possible qu’un encombrement stérique soit 
causé par l’ajout d’ubiquitine sur la séquence de TRPC6 , rendant le site de liaison à l’anti- 
HA inaccessible. Dans ces circonstances, il aurait jusqu’à trois lysines de TRPC6  comme 
site accepteurs pour l’ubiquitine, ce qui ferait de TRPC6  un canal calcique multi- 
ubiquitinylée. D ’autres investigations devront être effectuées pour vérifier ces hypothèses.
Nos résultats démontrent qu’une stimulation avec le CCh cause une augmentation de l’état 
d’ubiquitination de TRPC6 . Pour investiguer si la mobilisation du Ca2+ intracellulaire joue 
un rôle dans l’ubiquitinylation de TRPC6 , les cellules ont été stimulées avec la Tg, qui 
induit une relâche de Ca2+ du RE en inhibant les pompes SERCA. Ces résultats ont permis
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de déterminer que la mobilisation du Ca2+ augmente aussi l’état d’ubiquitination de 
TRPC6 . Ainsi, une augmentation du niveau calcique intracellulaire favorise l’état 
d’ubiquitination de TRPC6 . Des recherches de Wang et al. (Wang et al, 2010) ont révélé un 
mécanisme d’activation de la ligase E3, Nedd4, et établi une connexion entre la 
signalisation calcique intracellulaire et l’ubiquitination de protéines. Le Ca2+ activerait 
Nedd4, une ubiquitine ligase, par libération de l’auto-inhibition du domaine C2. Le Ca2+ 
stimulerait de ce fait l’activité E3 ligase de Nedd4. Cette dernière étude pourrait expliquer 
le fait qu’une stimulation au CCh augmente l’état d’ubiquitination du canal TRPC6 . Bien 
que l’on ne sache pas quelle enzyme E3 ubiquitine TRPC6 , il est possible de croire que le 
Ca2+ relâché lors d’une stimulation peut également jouer un rôle dans l’activité ligase 
d’autres E3, dont celle qui intervient dans l’ubiquitination de TRPC6 . Une stimulation 
prolongée ne semble plus influencer l’ubiquitination de TRPC6 , puisque la quantité relative 
de TRPC6  ubiquitinylé retourne à un niveau basai suite à une stimulation de 60 minutes et 
plus. L’une des causes possibles de cette baisse d’ubiquitination pourrait être le nombre de 
récepteurs à la surface membranaire qui diminue et a une désensibilisation du récepteur 
(Yang et al, 1995). Il a également été avancé par Szydlowska et Tymianski (Szydlowska & 
Tymianski, 2010) qu’une entrée excessive de Ca2+ dans le cytosol est toxique pour la 
cellule. Ce qui pourrait expliquer le fait que de stimuler sur une longue période de temps 
engendre une concentration de Ca2+ trop élevée au niveau du cytosol, ce qui affecte la 
cellule, et par le fait même l’ubiquitination de TRPC6 , ce qui n’a pas été observé dans notre 
cas. Néanmoins, ces résultats suggèrent une forte corrélation entre la [Ca2+]i et l’état 
d’ubiquitination de TRPC6 . Les travaux de Puram et al. (Puram et al, 2011) abondent en ce 
sens. En effet, ils ont rapporté chez TRPC5 un nouveau lien entre l’entrée calcique et la 
machinerie d’ubiquitination au niveau des centrosomes, dans les neurones. Il s’agirait d’un 
mécanisme par lequel le niveau calcique influencerait l’activité de l’ubiquitine ligase 
Cdc20-APC et régulerait le motif des dendrites au cerveau. Le Ca2+ serait alors un élément 
important, du moins, il aurait une influence dans le mécanisme d’ubiquitination de TRPC6 . 
Dans ce cas ci, il favoriserait un état ubiquitinylé à un état non ubiquitinylé, à court et 
moyen terme.
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Étant donné le rôle majeur de l’ubiquitine dans la voie de dégradation protéosomale des 
protéines, nous avons vérifié cette hypothèse dans le cas de TRPC6 . Une inhibition de la 
voie protéosomale par l’action de l’ALLN, nous a permis de constater une nette 
augmentation du niveau d’ubiquitination de TRPC6 . Les travaux de Raikwar et Thomas 
(Raikwar & Thomas, 2008) ont également démontré qu’ENaC (Epithelial Na+ Channel) est 
multi-ubiquitinylé et que l’inhibition du protéasome augmente l’ubiquitination de la sous- 
unité ENaC et stimule le transport de Na+ dans les cellules M -l. Ces résultats démontrent 
ainsi, la compatibilité du rôle de l’ubiquitine pour la voie UPS et la régulation du transport 
de Na+ dans le canal collecteur. Kato et al. (Kato et al, 2005) ont également démontré qu’un 
traitement avec l’ALLN et MG132, deux inhibiteurs du protéasome, augmentaient le 
niveau d’expression des canaux Kvl.5 de même que sa forme ubiquitinylée et ce de façon 
dose dépendante dans les cellules COS, de même que de façon endogène dans les cellules 
atriales de rat. De nombreuses autres études viennent corroborer une augmentation des 
protéines ubiquitinylées suite à  une inhibition de la voie protéosomale. Yeung et al. (Yeung 
et al, 1996) démontre l’importance de la voie de dégradation via UPS pour 
l’apolipoprotéine B en rapportant une augmentation de la quantité d’apolipoprotéine B 
ubiquitinylée. Ensuite, les travaux de Tanaka et al. (Tanaka et al, 2005) démontrent que la 
demi-vie de la sous-unité canalaire Kir6 . 2  des canaux K atp est prolongée suite au 
traitement des cellules avec le MG132 ou l’ALLN. Ces résultats démontrent également 
qu’une plus grande quantité de Kir6.2 est ubiquitinylée, sans toutefois changer sa 
localisation dans le RE et le Golgi. D’autres travaux de Yan et al. (Yan et al, 2005) 
démontrent par des essais de biotinylation que l’inhibition des fonctions protéosomales 
dans des cellules pancréatiques INS-1 résultait en une augmentation du nombre de canaux 
potassique sensible à  l’ATP ( K At p ) à  la surface cellulaire. Il en va de même pour le canal 
Cay2.2 (W391A), dont l’état d’ubiquitination est augmenté suite à  l’inhibition de la voie 
protéosomale, sans toutefois changer son niveau d’expression à  la surface membranaire 
(Waithe et al, 2011).
Les ubiquitines ligases n’ont pas toutes le même rôle. Les premières descriptions 
convaincantes de triage protéique via l’ubiquitine proviennent d’études avec les levures, et 
montrent une corrélation étroite entre l’ubiquitination et la dégradation 
vacuolaire/lysosomale des protéines de surface telles que les GPCR et les transporteurs
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(Hicke, 1999). D’autres études ont démontré que l’ubiquitination affecte la localisation des 
protéines sans nécessairement résulter en une dégradation protéique (Thien & Langdon, 
2005). Nous avons vérifié cette hypothèse supportant que Pubiquitine joue un rôle de triage 
dans Pintemalisation et la voie de dégradation lysosomale, en inhibant cette voie par un 
traitement avec le NH4CI et la monensine. L’accumulation de NH4 CI dans la cellule, résulte 
en une augmentation du pH dans les lysosomes et une inhibition du processus de 
dégradation lysosomale (de Duve, 2005; Lie & Schofield, 1973; Mooney & Lane, 1981; 
Wibo & Poole, 1974). La monensine agit principalement comme un échangeur Na+/H+ ce 
qui permet le transport des cations à travers la membrane plasmique, modifiant ainsi le pH 
(Pinkerton & Steinrauf, 1970; Reijngoud et al, 1976). Le NH4CI et la monensine induisent 
une élévation du pH des endosomes ce qui inhibe la fusion au niveau des endosomes de 
même qu’elle inhibe la fusion lysosomale (Hart & Young, 1991; Hasilik & Neufeld, 1980; 
King et al, 1980; Lie et al, 1972; Lie & Schofield, 1973; Mooney & Lane, 1981; Ohkuma 
& Poole, 1978; Seglen, 1975; Tietze et al, 1980; Wibo & Poole, 1974). Le pH dans la 
lumière des endosomes et des lysosomes est acide. L’acidification et sa régulation 
constituent un élément essentiel pour la maturation endosomale. Les endosomes précoces 
ont un pH se situant entre 6 . 8  et 6.1, les endosomes tardifs ont un pH entre 6.40 et 4.8 
tandis que le pH des lysosomes diminue autour de 4.5 (Maxfield & Yamashiro, 1987). Le 
pH acide ne donne pas seulement un environnement favorable aux réactions hydrolytiques, 
il est également essentiel au trafic membranaire, au triage et l’acheminement des éléments 
et à l’inactivation des pathogènes intemalisés (Huotari & Helenius, 2011). Une inhibition 
de la fusion vésiculaire, par ces inhibiteurs, nous a permis de constater une diminution 
importante de l’état d ’ubiquitination de TRPC6 . Cette baisse significative nous laisse croire 
que l’ubiquitination de TRPC6  se fait suite à son internalisation, comme signal de triage. Il 
a également été démontré que l’ubiquitination du récepteur interféron-al (IFNAR1), par la 
SÇpKos (Skp 1 -Cullin 1-HOS (Homolog o f Slimb)-Rocl), est impliqué dans son 
internalisation et sa dégradation par le lysosome (Kumar et al, 2003). Plusieurs protéines 
membranaires phosphorylées dont Ste2p, Ste3p, Fur4p et M alôlp sont également 
reconnues pour être intemalisées et dégradées dans les lysosomes lorsqu’ubiquitinylées 
(Medintz et al, 1996; Reneke et al, 1998; Roth & Davis, 1996; Volland et al, 1992). Il a 
également été démontré que la ligase Nedd4-1 interfère avec la sous-unité P du canal
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Cav1.2, dans un processus post-RE, empêchant le canal de se rendre à la membrane 
plasmique. Cette sous-unité P joue un rôle dans la stabilité et la régulation du canal, le 
protégeant contre la dégradation protéosomale et lysosomale (Rougier et al, 2011). Des 
études avec des protéines bien caractérisées telles que FEGFR (Epidermal Growth Factor 
Receptor) (Lin et al, 2010) et l’ENaC (Kamynina et al, 2001) supportent le modèle selon 
lequel l’ubiquitine agit comme signal de triage vers la voie de dégradation lysosomale. 
Laissant supposer que ce modèle peut également être appliqué à notre protéine puisqu’en 
inhibant la voie lysosomale, on diminue le niveau d’ubiquitination de TRPC6 . Puisqu’une 
nette diminution de l’ubiquitination de TRPC6  est observée suite à l’inhibition de la fusion 
vésiculaire par le NH4CI et la monensine, ceci suggère que l’ubiquitination de TRPC6  se 
fait suivant son internalisation, au niveau des endosomes précoces. Plusieurs exemples 
démontrent que l’ubiquitination de protéines membranaires affecte leur localisation. Greene 
et al. (Greene et al, 2012) ont récemment démontré que l’ubiquitination causait 
l’internalisation du virus de l’herpès associé aux sarcomes de Kaposi (KSHV) dans les 
cellules épithéliales, de même qu’un des récepteurs apparenté à l’intégrine pl. Plus 
important encore, Wegierski et al. (Wegierski et al, 2006) ont démontré que l’ubiquitination 
représentait un important mécanisme pour réguler l’expression membranaire de certains 
TRPs. En effet, l’ubiquitine ligase AIP4 (atrophin-interacting protein 4) favorise 
l’endocytôse de TRPV4 diminuant sa présence à la membrane, sans toutefois induire sa 
dégradation. Conséquemment, l’activité basale de TRPV4 est diminuée. Ce mode de 
régulation n’est pas limité à TRPV4. TRPC4 est également fortement ubiquitinylé en 
présence d’AIP4, favorisant sa localisation intracellulaire, diminuant ainsi son activité 
basale. Au contraire, il a été observé que la déubiquitinase USP8  (ubiquitin spécifie 
protease 8) favorise l’accumulation de Smo (Smoothened), une protéine à sept domaines 
transmembranaires, à la surface cellulaire et empêche sa localisation au niveau des 
endosomes précoces, probablement via la déubiquitination de Smo. Xia et al. (Xia et al, 
2012) ont également identifié IJSP8  comme un régulateur positif dans la signalisation de 
Hh (Hedgehog) par une régulation négative de l’ubiquitination de Smo. Ainsi, 
l’ubiquitination de TRPC6  pourrait réguler son internalisation et jouer un rôle prédominant 
dans son triage.
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Tout comme les mécanismes d’internalisation, le processus qui gouverne le recyclage des 
canaux calciques est très peu connu. L’ubiquitination est reconnue comme une 
modification qui génère un signal d ’intemalisation et de triage le long de la voie 
d’endocytose (Hicke & Dunn, 2003; Shih et al, 2000). Les premiers compartiments à 
recevoir les vésicules de la membrane plasmique sont les endosomes précoces. En effet, ils 
reçoivent le cargo destiné à être soit recycler à la membrane plasmique ou à être trié le long 
de la voie d’endocytose menant à la dégradation du cargo dans les lysosomes. Le sort 
réservé à ce cargo (recyclage vs dégradation) est dépendant du signal présent sur le cargo 
et/ou de quelle route il emprunte pour entrer dans la cellule. Il est connue que plusieurs 
protéines se servent de l’ubiquitine également comme signal de triage pour compléter leur 
voyage vers les vacuoles, spécifiquement comme un signal de triage pour l’incorporation 
au niveau des corps multi-vésiculaires (Piper & Katzmann, 2007). Il a été démontré que 
l’abondance de TRPV6  au niveau de l’épithélium de l’intestin, est contrôlée par son 
ubiquitination, par la ligase Nedd4-2 (Zhang et al, 2010). L’ubiquitination de TRPC6  
pourrait de ce fait, soit contrôler l’abondance, la localisation et la régulation du canal 
dépendamment.
Bien qu’important dans la dégradation des protéines, il est possible que l’ubiquitine ne joue 
pas uniquement un rôle de dégradation dans la signalisation de TRPC6 . En effet, la famille 
des ubiquitines ligases Nedd4 est connue pour moduler l’internalisation des canaux 
ioniques (Pirozzi et al, 1997). En réponse à une élévation de Ca2+, Nedd4 est mobilisé à la 
membrane apicale, où il lie et ubiquityle le canal ENaC (Staub et al, 2000). Il a également 
été suggéré que l’ubiquitination du canal cardiaque potassique voltage-dépendant hERGl 
(human Ether-à-Gogo-Related Gene 1) par Nedd4-2 pourrait représenter un mécanisme 
important pour la modulation de la durée du potentiel d’action cardiaque chez l’humain, en 
modifiant la proportion du canal située à la membrane plasmique et celle intemalisée 
(Albesa et al, 2011). L’ubiquitination de TRPC6  pourrait donc moduler l’internalisation du 
canal et ainsi affecter sa localisation membranaire.
Puisqu’il semble y avoir un lien entre l’internalisation de TRPC6  et son ubiquitinylation, 
nous avons voulu investiguer l’hypothèse d’une interaction entre Rabex-5 et TRPC6 . 
Rabex-5, aussi connu sous le nom de RabGEFl, est une GEF de Rab5 qui lie les protéines
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membranaires ubiquitinylées (Goumier et al, 1998; Horiuchi et al, 1997; Lippé et al, 2001; 
McBride et al, 1999). De plus, plusieurs études démontrent que Rabex-5 est nécessaire pour 
le trafic endosomal des protéines ubiquitinylées (Raiborg et al, 2006; Zhu et al, 2010). Il a 
même été rapporté que Rabex-5 a un rôle d ’ubiquitine ligase (Mattera et al, 2006). Ainsi, 
suite à une co-immunoprécipitation, on a pu constater une interaction entre Rabex-5 et 
TRPC6 . Nous avons également démontré que l’activité GEF de Rabex-5 n’est pas 
nécessaire à l’interaction avec TRPC6 . Comme rapporté par Mattera et Bonifacino, la 
liaison à l’ubiquitine est nécessaire pour le recrutement de Rabex-5 au niveau des 
endosomes précoces, mais ce recrutement est indépendant de son activité GEF et de ses 
partenaires Rab5 et Rabaptin-5. En effet, le recrutement endosomal des mutants Rabex-5 
dont l’activité GEF est inhibé n’est pas altéré (Mattera & Bonifacino, 2008). Il n’est donc 
pas surprenant que l’interaction entre TRPC6  et Rabex-5 soit indépendante de son activité 
GEF. La petite GTPase Rab5 et son effecteur Rabex-5 sont localisés au niveau de la 
membrane plasmique et des endosomes précoces. Rabex-5 a une activité d ’échange 
GDP/GTP sur Rab5 recrutant la GTPase à la membrane (Horiuchi et al, 1997). Ainsi, une 
des fonctions du domaine de liaison à l’ubiquitine de Rabex-5, serait de lui permettre d’être 
co-distribué aux membranes où se retrouvent des protéines ubiquitinylées, causant par ce 
fait même l’activation de Rab5. En plus d’agir comme GEF pour Rab5, Rabex-5 aurait 
également une activité ubiquitine ligase (Mattera et al, 2006). Rabex-5 contiendrait de 
multiples domaines fonctionnels. Un domaine coiled-coil en aval du domaine GEF 
(Guanosine Exchange Factor) pourrait médier l’attachement à la Rabaptin-5, une protéine 
de la familles des Ras, qui est recrutée lors de la purification des endosomes précoces 
(Mattera et al, 2006). Rabex-5 aurait également un domaine à doigt de zinc au niveau du N- 
terminale permettant la liaison à l’ubiquitine ((Lee et al, 2006; Mattera et al, 2006; Penengo 
et al, 2006; Raiborg et al, 2006)). On observe également, dans la moelle osseuse de souris, 
que Rabex-5 est requis pour maintenir un niveau d ’expression basai élevé à la surface de 
FceRI, et agit comme un important régulateur d’intemalisation de l’antigène de F c e R I  
(Kalesnikoff et al, 2007). Cependant, le mécanisme responsable de cette régulation reste 
encore à être élucidé. Il est évident que Rabex-5 et l’ubiquitine interagissent ensemble. 
Sachant également que TRPC6  est ubiquitinylé et interagit lui aussi avec Rabex-5, au
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niveau des endosomes précoces. Il serait intéressant de vérifier si ce complexe influence 
l’activité de TRPC6 .
Des essais calciques nous ont permis de démontrer que Rabex-5 ainsi que son activité GEF, 
ne sont pas impliqués dans la modulation de l’entrée calcique par TRPC6 . Lorsque nous 
surexprimons Rabex-5 de type sauvage ou l’un des mutants GEF inactif, aucune différence 
dans la relâche du Ca2+ du RE ou dans l’entrée calcique n’est observée. Ceci laisse croire 
que Rabex-5 n’est pas le facteur limitant dans l’activité de TRPC6 , mais qu’un autre facteur 
dans la voie endosomale de dégradation ou de recyclage joue un rôle dans les étapes 
d’intemalisation de TRPC6 . Rab5, Rab4 et R ab ll occupent des microdomaines 
membranaires endosomaux distincts impliqués dans le recyclage des cargos (Sonnichsen et 
al, 2000). Rab7 et Rab9 sont, quant à eux, localsés sur des microdomaines des endosomes 
tardifs (Barbero et al, 2002). Les cargos destinés à la dégradation sont d’abord intemalisés 
dans les endosomes précoces, régulé par Rab5 puis transporté dans les endosomes tardifs, 
sous la régulation de Rab7. Ainsi, d’un point de vue moléculaire, le transport entre les 
endosomes peut opérationnellement se définir comme un transport de cargo entre 
différentes machineries membranaires Rab-dépendante. L’assemblage/désassemblage 
cyclique de la machinerie de Rab5 confère des propriétés dynamiques aux endosomes 
précoces se situant aux deux extrêmes. C’est à dire, qu’ils peuvent se maintenir stable pour 
plusieurs minutes ou, alternativement perdre leur identité endosomes précoces rapidement 
lors de la conversion endosomale (Rink et al, 2005). Tout ceci suggère que l’interaction de 
TRPC6  avec Rabex-5 n’est pas un facteur limitant dans l’activité de TRPC6 . Ainsi, ceci 
suggère que le facteur limitant est situé en amont de Rabex-5 ou un mécanisme 
compensatoire rentre en jeu. Des investigations supplémentaires seront nécessaires pour 
bien comprendre ce mécanisme, ainsi que les éléments impliqués dans les processus 
complexes d’ubiquitination, d’intemalisation et de triage de TRPC6 .
CONCLUSION
L’ubiquitination est connue pour joue plusieurs rôles dans différents processus cellulaires. 
Mes résultats suggèrent que l’état d ’ubiquitination du canal TRPC6  est influencé par la 
[Ca2+]j. L’ubiquitination de TRPC6  semble se faire au niveau des endosomes précoces lors 
de la fusion endocytaire. Ce mécanisme peut d’une part servir à protéger la cellule contre 
une surcharge de Ca2+ pendant des périodes où l’activité du canal serait importante, menant 
à une [Ca2+]i élevée. Il est également possible que certains des canaux intemalisés se 
déplacent aux niveaux des compartiments lysosomaux et protéosomaux pour y subir une 
dégradation.
Bien que Rabex-5 interagisse avec TRPC6  lors de son ubiquitination, l’activité GEF de 
Rabex-5 n’est pas un élément essentiel à cette interaction. De plus, Rabex-5 n’est pas le 
facteur limitant lors de cette modification post-traductionnelle, puisqu’aucun changement 
majeur n’est observé dans la modulation calcique de TRPC6 . Des études plus approfondies 
seront nécessaires pour nous permettre de déterminer quel facteur est limitant au 
mécanisme d’ubiquitination de TRPC6 .
Le nombre de protéines de surface connues utilisant l‘ubiquitination comme signal 
d’intemalisation et/ou de triage endosomale est en continuelle augmentation. Il est 
important de se rappeler, toutefois, que notre compréhension actuelle de l’ubiquitination 
comme signal de triage est fondée sur des études portant sur un petit sous-ensemble de 
protéines. Bien que l’ubiquitination soit un mécanisme fortement étudié, son importance et 
son rôle précis au niveau des différents TRPCs reste encore à élucider. Il est probable que 
de nombreuses autres permutations et surprises seront découvertes au cours des prochaines 
années.
PERSPECTIVES
Évidemment, bien des questions restent encore à être élucider concernant l’ubiquitination 
du canal TRPC6 . Il serait très intéressant de déterminer sur quelle portion de la séquence de 
TRPC6  se fixe la ou les ubiquitines et si ces fixations ce veulent être mono ou poly- 
ubiquitinylées. Déterminer sur quelles lysines ce fixe l’ubiquitine serait avantageux afin de 
pouvoir créer divers mutants et ainsi connaître le rôle de la fixation de l’ubiquitine 
spécifique à cette lysine. Trouver réponses à ces questions pourrait grandement nous aider à 
déterminer le rôle principal que peut avoir l’ubiquitine sur le canal. Afin de complémenter 
les résultats obtenus, il serait également fort intéressant de vérifier, à l’aide d’anticorps 
spécifiques et par microscopie confocale par exemple, la localisation cellulaire de TRPC6  
suite aux divers traitements effectués lors de cette précédente étude.
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